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I. Einleitung. 

Wenn man von den erst in letzterer Zeit mit gréBerem Er- 
folg durchgefiihrten Versuchen, die Enzyme in méglichst reiner 
Form darzustellen und sie hierdurch fiir die analytische Unter- 
suchung zugiinglich zu machen absieht, sind in der Geschichte 
der Enzymforschung besonders 3 Fragestellungen zu unter- 
scheiden, welche die gréBten Einfliisse auf die Vertiefung unserer 
Kenntnisse iiber dieses wichtige Gebiet der physiologischen 
und organischen Chemie bewirkt haben. Dieselben betreffen: 

1. Die Spezifitat der Enzyme. 

2. Den EinfluB der Konzentration der Wasserstoff- 
ionen im Reaktionsmedium auf die Geschwindigkeit der Enzym- 
reaktionen. 

8. Die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes 
zur quantitativen theoretischen Verwertung der experimentellen 
Forschungsergebnisse. 

Die erste dieser Fragen, nimlich iiber die spezifischen 
Wirkungen der Enzyme, hat besonders durch die vielseitigen 
und grundlegenden enzymchemischen Arbeiten von E. Fischer 
eine genauere Priifung erhalten. Als eine der weitesttragenden 
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SchluBfolgerungen, die man aus diesen Arbeiten des genannten 
Forschers ziehen kann, ist vielleicht das Ergebnis zu _ be- 
trachten, da8 die verschiedenen im Stoffwechsel der lebenden 
Welt auftretenden Stoffe wie Peptide, Kohlehydrate und 
Glucoside durch die katalytischen Wirkungen der fiir die 
verschiedenen Kérperklassen und Stoffe spezifisch ein- 
gestellten Enzyme zur richtigen und zweckmiBigen Aus- 
nutzung gebracht werden kénnen. E. Fischer selbst hat mehr- 
mals die ausschlaggebende Bedeutung, welche auch die fei- 
neren Hinzelheiten in der Struktur und Konfiguration eines 
Stoffes auf die Angreifbarkeit durch Enzyme haben, besonders 
betont, und in Zusammenhang hiermit hat er die Enzyme als 
»wertvolle Erkennungsmittel fiir stereochemische Differenzen“ 
erkannt.’) 

Bei den Untersuchungen iiber die Spezifitét der Enzyme 
hat schon Fischer nicht nur die Angreifbarkeit oder Nicht- 
angreifbarkeit verschiedener Stoffe durch ein spezielles Enzym 
festzustellen gesucht, sondern auch besondere Versuche an- 
gestellt, um zu priifen, wie die Geschwindigkeit der Spal- 
tung bei Anderungen in der chemischen Konstitution 
der Substrate sich andert. Erst nachdem man das Massen- 
wirkungsgesetz in diesem Gebiet zu verwenden begonnen 
hatte, konnte aber diese Frage nach der relativen Spezifitat 
der Enzyme in quantitativer Hinsicht mit Erfolg untersucht 
werden. 

Den grofen HinfluB der Aciditit des Reaktionsmediums 
auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktionen hat man 
in verschiedener Weise zu erkliren gesucht, nachdem besonders 
S. P.L. Sérensen*) die ausschlaggebende Bedeutung dieses 
Hinflusses betont hatte. Insbesonders miissen hier die An- 





1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 27, S. 2985 (1894); Bd. 27, S. 3189 
(1894) und zwar 322sff. Diese Zs. Bd. 26, S. 60 (1898); Bd. 107, 8S. 176 
(1919); E. Fischer u. Thierfelder, Chem. Ber. Bd. 27, S. 2031 (1894); 
E. Fischer, Bergmann u. Schotte, Chem. Ber. Bd. 53, S. 509 (1920); 
E. Fischer u. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 46, 8S. 52 (1905); Bd. 51, 
S. 264 (1907). 

*) 8. P. L. Sérensen, Biochem. Zs. Bd. 21, S. 131 (1909). 

i* 
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schauungen erwihnt werden, welche L. Michaelis?) betreffend 
der elektrochemischen Natur der Enzyme entwickelt hat. Wenn 
auch diese Anschauungen in gewissen Hinsichten vielleicht 
modifiziert werden miissen — was ja teilweise auch schon ge- 
schehen ist?) — so ist doch die Betrachtung der Enzyme 
und Enzym-Substratverbindungen als Elektrolyte*), welche saure 
und basische (amphotere) Kigenschaften haben und welche somit 
in waBriger Lésung eine nach dem Massenwirkungsgesetz ge- 
regelte Dissoziation als Siure und Base (Ampholyte) zeigen, 
vielleicht als die mit den bis jetzt vorliegenden Erfahrungs- 
tatsachen am besten vereinbare Grundlage zur theoretischen 
Deutung der Acidititsbedingungen bei den Enzymreaktionen 
zu betrachten. 

Die Frage nach der Anwendbarkeit des Gesetzes der che- 
mischen Massenwirkung wurde also besonders durch L. Mi- 
chaelis bei der Beurteilung der zweiten der oben erwidhnten 
Fragestellungen zur Diskussion gebracht. Schon friiher wurde 
bei der Diskussion der Abhingigkeit der Enzymwirkungen von 
Knzym- und besonders Substratkonzentration die Giltigkeit 
oder Nichtgiiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes bei enzym- 
chemischen Vorgingen erdrtert. Nun liegt die Frage, wie 
H. v. Euler‘) betont hat, nicht in der Giiltigkeit oder Nicht- 
giiltigkeit dieses Gesetzes, sondern vielmehr ob eventuell ge- 
fundene Abweichungen von den einfachen Formeln, zu welchen 
das Massenwirkungsgesetz fiihrt, ihren Grund in der Nicht- 
giltigkeit der gemachten Voraussetzungen haben.°) 





1) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 
(1911); P. Rona u. L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 57, 8. 70 (1913); 
Bd. 58, 8. 148 (1918); L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. 
Bd. 59, 8. 77 (1914); L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 91 (1914); 
L. Michaelis u. M. Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 

*) Siehe z. B. H. v. Euler, K. Josephson u. K. Myrbick, Diese 
Zs. Bd. 184, S. 89 (1924). 

3) Vgl. J. Loeb, Biochem. Zs. Bd. 19, 8. 534 (1909). 

*) H.v. Euler, Chemie der Enzyme. I. 2. Aufl., S. 108 (1920); 
3. Aufl., S. 138 (1925). 

5) Vgl. K. G. Falk, The Chemistry of enzyme action, 2. Ed. 8, 29 
(1924). 
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Es ist hier wieder der Verdienst von L. Michaelis, die 
erste quantitative Priifung auf diesem Gebiet geliefert zu 
haben, und zwar betreffs der Rohrzuckerspaltung durch Sac- 
charase.!) Die Richtigkeit der gemachten Voraussetzungen 
wurde dann weiter bestitigt betrefis Saccharase durch Arbeiten 
von H. v. Euler und Mitarbeitern’), sowie von R. Kuhn’) 
und betreffs einiger enzymatischen Glucosidspaltungen durch 
R. Willstitter und Mitarbeiter.*) 


Nachdem das Massenwirkungsgesetz in diesem Gebiet in 
quantitativer Hinsicht verwendet wurde, konnte, wie erwahnt, 
die Frage nach der relativen Spezifitat der Enzyme mit einer 
viel gréBeren Sicherheit beantwortet werden, als es vorher még- 
lich gewesen war. .In nahem Zusammenhang damit steht die 
Frage, in welcher Weise die Substrate an die Enzyme spezifisch 
gebunden werden. Es muB als eine der wichtigsten Aufgaben 
der Enzymforschung betrachtet werden, Einblicke in diese 
Verhiltnisse zu erhalten. Als geeignet solche Einblicke zu 
gewinnen, scheinen Hemmungsversuche mit einfachen Zuckern 
und anderen Spaltungsprodukten der Substrate zu sein. Bei den 
zuckerspaltenden Enzymen sind solche Versuche schon vor 
langerer Zeit von V. Henri‘), H. P. Barendrecht, E. F. Arm- 
strong") und anderen ausgeftihrt worden. In den moderneren 
Arbeiten von R. Kuhn‘) und H. v. Euler und K. Josephson’) 





1) L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, 8. 383 (1913). 

2) H.v. Euler u. I. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8.55 (1920); 
H. v. Euler u. K. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 124, S. 159 (1922/23); 
K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1924); Bd. 136, S. 62 (1924). 

8) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, 8. 28 (1928). 

4) R. Willstatter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 83 (1923); Bd. 134, S. 224 (1928/24); vgl. P. Rona u. L. Michaelis, 
Biochem. Zs. Bd. 58, S. 148 (1913); Bd. 60, $. 62 (1914). 

5) V. Henri, Thése, Paris 1903. 

6) H. P. Barendrecht, Zs. physik. Chem. Bd. 49, S. 456 (1904); 
Bd. 54, S. 367 (1906); Biochemical Jl. Bd. 7, S. 549 (1918). 

7) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904); Arm- 
strong u. Caldwell, Proc. Roy. Soc. Bd. 78, 8. 526 (1904). 

8) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, 8. 234 (1928); Bd. 129, S. 57 (1928). 

*) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs, Bd. 132, 8. 301 (1924). 
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wurde auch das verschiedene Verhalten der beiden Mutameren 
der einfachen Zucker beriicksichtigt. 

Hine andere wichtige Frage, deren Beurteilung auf Grund 
des Massenwirkungsgesetzes viel sicherer gelingt, ist der Ver- 
gleich zwischen Fermentkatalyse und Saurekatalyse, 
welcher besonders von EH. F. Armstrong’), sowie von H. v. 
Euler’), in spiterer Zeit auch von R. Kuhn und H. Sobotka‘) 
diskutiert worden ist, nachdem die Konzentrationen der 
reagierenden Katalysator-Substratverbindungen sowohl bei der 
nichtenzymatischen wie bei der enzymatischen Hydrolyse be- 
rechenbar geworden sind. 





Die genauere Priifung der gemachten Voraussetzungen bei 
der Anwendung des Massenwirkungsgesetzes zur quantitativen 
Erklirung verschiedener Verhiltnisse bei Enzymreaktionen 
wurde bisher in vollkommenster Weise im Falle der enzyma- 
tischen Spaltung des Rohrzuckers und der Raffinose durch das 
gemeinsame Enzym Saccharase durchgefihrt. Um unsere Vor- 
stellungen in diesem Gebiet zu vertiefen und weiter entwickeln 
zu kénnen, ist es wichtig, die Untersuchungen auf andere 
Enzymwirkungen zu tibertragen, wie es ja auch schon teilweise 
besonders betreffs der Glucosidspaltungen im Willstatter- 
schen Laboratorium begonnen ist. 

Fir die Prifung und eventuelle Erweiterung der sich er- 
gebenden Fragen schien mir gerade das Studium der enzy- 
matischen Glucosidspaltungen (sowie der umgekehrten Reaktion, 
der Synthese) sehr geeignet. Die Wirkungsweise der -Gluco- 
sidase konnte nimlich in verschiedenen Richtungen 
studiert werden, teils wegen der Existenz einer groBen Zahl 
von spaltbaren Substraten, teils wegen der Zugehérigkeit 
der beiden Spaltungsprodukte eines Glucosids (Glu- 





1) E. F. Armstrong, Proce. Roy. Soc. Bd. 74, S. 188 (1904); Arm- 
strong u. Caldwell, Proc. Roy. Soc. Bd. 738, 8.526 (1904); Bd. 74, 
S. 195 (1905). 

*) H. v. Euler, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3583 (1922); Zs. physik. Chem. 
Bd. 82, S. 348 (1900); Bd. 36, S. 641 (1901); Bd. 47, S. 853 (1904). 

5) R. Kuhn u. H. Sobotka, Zs. physik. Chem. Bd. 109, S. 65 (1924), 
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cose und Alkohol) zu zwei verschiedenen organischen 
Kérperklassen, wodurch die von jeder der beiden Kom- 
ponenten herriihrenden Einfliisse auf die Higenschaften der 
Substrate beziiglich Angreifbarkeit und Affinitat zum gemein- 
samen Enzym besser zu unterscheiden und iiberblicken sind, 
als wenn, wie bei der Anwendung von zusammengesetzten 
Zuckerarten (wie Rohrzucker) als Untersuchungsobjekte, die 
beiden Komponenten des spaltbaren Stoffes Zucker darstellen. 


Bei der theoretischen Beurteilung der bei dem Studium 
der Rohrzuckerspaltung gewonnenen Daten traten nicht nur 
Schwierigkeiten auf wegen der Zuhérigkeit sowohl der Glucose 
wie der Fructose zu derselben Kérperklasse, sondern auch 
wegen der Existenz von verschiedenen (mutameren) Formen 
dieser beiden Zuckerarten. Im Falle der Glucosidspaltung sind 
diese Schwierigkeiten verringert, wenn auch nicht vollkommen 
beseitigt. Wir haben allerdings nur mit der Existenz der 
mutameren Formen des einen Spaltungsproduktes (a@- und 
8-Glucose) zu rechnen, der Alkohol diirfte vom Augenblick des 
Freimachens aus der Bindung mit Glucose sich im allgemeinen 
nicht weiter verindern. 


In der vorliegenden Arbeit tiber die spaltenden Wirkungen 
der 8-Glucosidase des Emulsins wurde der Schwerpunkt 
auf das Studium der Aciditiétsverhaltnisse der #-Glucosidase 
wie auch der auf Grund des Massenwirkungsgesetzes 
berechenbaren Affinititskonstanten der Enzym-Substratverbin- 
dungen und der Affinititskonstanten der Verbindungen zwischen 
dem Enzym und den Spaltungsprodukten der Substrate ge- 
legt (daB Affinitiiten auch zu den Alkoholen bestehen, wird ge- 
zeigt) Es wurde dabei auch gesucht, die eventuellen Regel- 
maBigkeiten betreffs dieser verschiedenen Affinititen naher auf- 
zufinden und wenn méglich in Zusammenhang miteinander zu 
diskutieren. Wie H. v. Euler und K. Josephson’) schon be- 
tont haben, sind solche RegelmaBigkeiten wichtig zu er- 





1) H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 57, S. 859 und 
zwar 865 (1924); diese Zs. Bd. 182, 8. 8301 (1924); H. v. Euler, Chemie 
der Enzyme. I. Teil. 3. Aufl., 1925. Vorwort. 
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forschen wegen der Einblicke, die sie geben kénnen in die 
Affinititskrafte zwischen Enzym und Substrat und in die 
Natur der spezifischen substratbindenden Gruppen 
der Enzyme. 

Schon hier sei erwaihnt, daB neue Stiitzen gegeben werden 
fir die von dem Verfasser angedeuteten') Anschauungen iiber 
die Verhiltnisse, welche die GréBe der Affinitaiten zu ver- 
schiedenen Substraten bestimmen kénnen und welche H. v. 
Kuler?) in quantitativer Hinsicht und unter Anwendung des 
Massenwirkungsgesetzes an der Saccharase naher entwickelt hat. 

Bei dem Studium der quantitativen Verhiltnisse beziiglich 
der Aciditiits- und Affinitatsverhiltnisse wurden auch im iibrigen, 
wenn méglich, die jetzt gewonnenen Resultate mit den alteren 
Beobachtungen betreffs Saccharase verglichen. In der Tat hat 
es sich gezeigt, daB ein solcher Vergleich zu bemerkenswerten 
Analogien zwischen den Affinitaéten der beiden Enzyme Sac- 
charase und f-Glucosidase fihrt. 

Die Untersuchung der #-Glucosidase bot auBerdem ein 
wesentliches Interesse, indem es méglich war, die besonders von 
E.Bourquelot und Mitarbeitern friiher studierte umgekehrte 
Reaktion, die enzymatische Synthese der Glucoside, in quan- 
titativer Hinsicht zu untersuchen und die dabei gewinnbaren 
Ergebnisse mit den bei der Spaltung gefundenen zu ver- 
gleichen. Uber diese Ergebnisse soll in der folgenden Mit- 
teilung berichtet werden. Hier sei nur vorbemerkt, daB die 
dabei bis jetzt gefundenen Daten in bestem Kinklang mit den 
hier mitgeteilten stehen und sie zeigen auch, daB die von 
H. v. Euler’) sowie von H. v. Euler und K. Josephson‘ 
entwickelten theoretischen Betrachtungen tiber die enzymatische 
Synthese (und das enzymatische Gleichgewicht) im groBen und 
ganzen richtig getroffen sind. 





1) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, 8S. 62 und zwar 73 (1924). 

*) H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 18 (1924); 
diese Zs. Bd. 143, 8. 79 (1925). 

5) H. v. Euler, Diese Zs. Bd. 52, S. 146 (1907). 

‘) H. v. Euler u. K. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 
Bd. 9, Nr. 7 (1924); diese Zs. Bd. 136, 8. 80 (1924). 
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II. Uber die Darstellung der Emulsinlésungen. 


Die von Robiquet und Boutron-Charlard?) entdeckte 
Fahigkeit eines Bestandteils der bitteren Mandeln, das von 
ihnen auch in Mandeln gefundene Amygdalin zu zerlegen, 
wurde von Wéhler und Liebig*) naher untersucht. Von den 
letzteren Forschern stammt auch der Name Emulsin. Unter 
Emulsin verstehen Woéhler und Liebig nimlich den in 
kaltem Wasser léslichen Bestandteil der siiBen und bitteren 
Mandeln, der ,,das von dem gewoéhnlichen vegetabilischen EiweiB 
abweichende Verhalten“ beziiglich Wirkung auf Amygdalin 
zeigt. Diese Bezeichnung des vorliegenden Knzymgemisches 
ist ja dann allgemein angenommen worden‘), wihrend die von 
Robiquet*) vorgeschlagene Bezeichnung ,,Synaptase“ fiir das 
wirksame Prinzip bei der Spaltung des Amygdalins nicht all- 
gemein in Gebrauch gekommen ist. 

Obwohl Emulsin oder das eine oder andere Teilenzym 
desselben in der Pflanzenwelt (sowohl in Prunaceen wie in 
anderen Pflanzen) sehr verbreitet ist), werden im allgemeinen als 
Ausgangsmaterial zur Darstellung des Enzymgemisches, 
wie von den Entdeckern, bittere oder siiBe Mandeln benutzt. 

Die Alteren Versuche, das Emulsin aus dem Zellverband 
in einer zum Studium der Enzymwirkungen geeigneten, wirk- 


——— 


1) Robiquet u. Boutron-Charlard, Ann. Chim. Phys. [2] Bd. 44, 
S. 352 (1830); Journ. Pharm. Bd. 23, 8. 589 (1837); Liebig, Ann. der Chem. 
Bd. 25, 8. 175 (1888). Hier auch iltere Literatur. 

*) Woéhler u. Liebig, Ann. Chem. Pharm. Bd. 22, 8.1 (1887); 
Poggend. Ann. Bd. 41, S. 345. 

8) Vgl. H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 453 
(1923). FuBnote 1. 

4) Robiquet, Journ. Pharm. Bd. 24, §. 196, 326 (1838). 

5) Auf die Arbeiten tiber die Verbreitung des Emulsins soll nicht 
weiter eingegangen werden. Beziiglich dieses wie anderer Gebiete betr. 
Emulsin und durch Emulsin spaltbarer Glucoside wird auf die Dar- 
stellungen von H. v. Euler, Chemie der Enzyme, II. 2. Aufl, 8. 210ff 
(1922); C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl, 
S. 581ff (1924); H. Hérissey, Les Glucosides, Bull. Soc. Chim. Bd. 33, 
S. 349 (1923) sowie E. F. Armstrong, The Carbohydrates and the Glu- 
cosides, 4. Ed. (1925) hingewiesen. 
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samen Form zu erhalten, wie sie auBer von den schon ge- 
nannten Forschern von R. D. Thomson und F. Richardson», 
F. Ortloff?), B. W. Bull’) beschrieben worden sind, wurden 
besonders von H. Hérissey*) (vgl. E. Bourquelot')), sowie 
von H.E. Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton’) 
zu allgemeinen gebrauchten Methoden in zweckmafigerer Weise 
modifiziert. Weitere Angaben iiber dieses Thema findet man 
bei L. Marino und G. Sericano’), C.Neuberg und F. Marx’), 
K. Otha®), M. Bridel und R. Arnold’) und _ besonders 
B. Helferich.?4) 3 

Eine wesentliche Verbesserung in den Methoden zur Dar- 
stellung wirksamer Emulsinlésungen wurde von R. Will- 
staitter!*) sowie von E. Nordefeldt}*), eingefiihrt, indem die 
Extraktion des entfetteten Mandelpulvers nicht, wie bei den 
ilteren Versuchen, in neutraler oder sogar saurer Lésung, 
sondern in alkalischer Lésung vorgenommen wurde. 

Die Wirkung der alkalischen Reaktion der Extraktions- 
fliissigkeit diirfte, auBer durch Neutralisation der bei der Ex- 
traktion in Lésung gehenden Pflanzensiuren, in Ahnlicher 





1) R. D. Thomson u. F. Richardson, Ann. Pharm. (Lieb.) Bd. 29, 
S. 180 (1839). 

*) F, Ortloff, Arch. Pharm. Bd. 48, 8. 12 (1846) und zwar S. 16. 

8) B. W. Bull, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 69, 8. 145 (1849). 

4) H. Hérissey, Thése (1899) und zwar §&. 44. 

5) E, Bourquelot, Arch. Pharm. Bd. 245, 8. 172 (1907). 

6) H. E. Armstrong, E. F. Armstrong u. E. Horton, Proc. Roy. 
Soc. Bd. 80, S. 321 (1908). 

”) L. Marino u. G. Sericano, Gaz. chim. ital. Bd. 35, S. 407 (1905); 
Chem. Zbl. Bd. 77, S. 6 (1906). 

8) C. Neuberg u. F. Marx, Biochem. Zs. Bd. 3, 8. 535 (1907) und 
zwar §. 538. 

*) K. Otha, Biochem, Zs. Bd. 58, S. 329 (1914). 

10”) M. Bridel u. R. Arnold, Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 23, S. 161 
(1921). 

11) B, Helferich, Diese Zs. Bd. 117, 8. 159 (1921); Bd. 128, 8. 99 
(1928). 

2) R. Willstaitter u. W. Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, 8.172 (1921). 

18) E. Nordefeldt, Biochem. Zs. Bd. 181, 8. 390 (1922) und zwar 
S. 400. 
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Weise zu erklaren sein wie die von R. Willstatter und 
F’. Racke') zuerst beobachtete eluierende (abliésende) Wirkung 
von schwachen. Alkalien (Ammoniak, sekundire Alkaliphosphate, 
Arseniate und Citrate) auf die Tonerde- und Kaolinadsorbate 
der Saccharase. Es scheint nimlich, als ob die #-Glucosidase 
des Emulsins in adsorptiver Bindung an den Pflanzeninhalts- 
stoffen aus dem Samen festgehalten werden. Durch neutrale 
oder sauer reagierende Extraktionsfliissigkeiten lassen sich die 
Adsorptionskrafte nicht oder nur schwer aufheben, wahrend im 
alkalischen Medium die Adsorptionskrafte aufgehoben werden 
[mit gréBter Wahrscheinlichkeit hingen diese Tatsachen mit 
den elektrochemischen (amphoteren) Eigenschaften der Enzyme 
zusammen |. 

Nun wurde gefunden, daB die ,,Elution* der @-Glucosidase 
aus dem ,,natiirlichen Adsorbat“ gewissermaBen selektiv aus- 
gefiihrt werden kann, indem in der schwach alkalischen Extrak- 
tionsfliissigkeit die §-Glucosidase in sowohl héherem Rein- 
heitsgrad als héherem ,,Aktivitétsgrad“?) erhalten wird. 

Der héhere Aktivitatsgrad (also eine kleinere Inaktivierung) 
hingt mit der wahrscheinlich gréBeren Stabilitat des Enzyms 
in neutralen (sehr schwach alkalischen oder sehr schwach 
sauren) als in starker sauren (p,, < 4—5) Lésungen zusammen. 
Bei stairkeren Alkalinititen tritt allerdings rasche Inaktivierung 
ein, und man mu8 deshalb sehr vorsichtig mit den alkalischen 
Elutionsmitteln und Extraktionsmitteln arbeiten. 

Die weitere Reinigung wird nach Willstatter und Csanyi 
durch Fallung mit Alkohol, nach Nordefeldt zweckmiBiger 
mit Aceton, ausgefihrt. 

Wie verlockend die weitere Reinigung des Emulsins und 
die vielleicht mit den modernen Hilfsmitteln der Enzymreinigung 
moégliche Scheidung der Einzelenzyme des Enzymgemisches 
auch zu sein scheint, habe ich Versuche in dieser Hinsicht 
noch nicht aufnehmen wollen, um so mehr als die vorliegende 





1) R. Willstitter u. F. Racke, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 425, 
S. 1 (1920/21); Bd, 427, S. 111 (1921/22). 

*) Uber ,,Reinheitsgrad“ und ,,Aktivititsgrad“ der Enzyme, siehe 
H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 145, 8. 130 (1925). 
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Untersuchung sich nicht mit solchen fiir die #-Glucosidase 
speziell geltenden Fragen wie Eigenschaften des Enzyms selbst 
(Zusammensetzung, MolekulargréBe, Stabilitat usw.) beschiaftigt, 
sondern mit Fragen von allgemeinerem enzymchemischen Inter- 
esse, wie die Abhingigkeit der Enzymwirkungen von der Aci- 
ditét und besonders die Affinitatsverhaltnisse sowie mit einigen 
dieses Gebiet beriihrenden theoretischen Fragen. Nach den 
Erfahrungen bei der Untersuchung der Saccharase in ver- 
schiedenen Reinheitsgraden sind aber solche Eigenschaften von 
dem Reinheitsgrad des Enzyms nur in untergeordnetem Grade 
abhingig. Bei der Saccharase wurde ja dieselbe Aktivitats- 
p,-Kurve der Rohrzuckerspaltung gefunden, unabhingig, ob 
sich das Enzym im rohen Autolysat befand oder sogar in 
der Hefezelle selbst oder im Praparat, dessen enzymatische 
Wirksamkeit durch Befreien von Verunreinigungen auf rund 
das Tausendfache gesteigert war. Ahnliches wurde auch be- 
ziiglich der Affinitaétsverhiltnisse gefunden. Praparate aus 
derselben Hefe haben zu den Substraten eine gewisse Affinitat, 
dessen GréBe sich als unabhingig vom Reinheitsgrad erwiesen 
hat. Die spezifischen Eigenschaften der Enzym-Substrat- 
verbindung erwiesen sich also bei der Saccharase (und dasselbe 
diirfte auch bei anderen Carbohydrasen der Fall sein) von den 
natiirlichen aus den Mutterzellen stammenden Begleitstoffen, 
welche abgetrennt werden konnten, in hohem Grade unabhingig.’) 

Noch eine weitere Stiitze erhielt diese Auffassung iiber 
die ,,.Unabhangigkeit von der Verteilung und vom Reinheitsgrad 
des Enzyms“ durch die Versuche iiber die Wirksamkeit der 
Enzyme in adsorbiertem Zustand, wie L. Michaelis”), O. Meyer- 
hof*) J. M. Nelson und Mitarbeiter*) mitgeteilt haben. Diese 


1) Ganz andere Verhiiltnisse findet man nach R. Willstatter, 
F. Haurowitz u. F. Memmen bei solchen Enzymen wie der Lipase 
(Diese Zs. Bd. 140, S. 203 [1924)). 

*) L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 7, 8. 488 (1907/08). 

8) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 157, S. 251 (1914). 

4) J.M. Nelson u. Hitchcok, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 43, 8. 1956 
(1921); J. M. Nelson u. Griffin, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 38, 8. 1109 
(1916). Siehe auch H. v. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 134, 
S. 22 (1924). 
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Ergebnisse zeigen den geringen KinfluB, welchen Fremdstoffe, 
durch Adsorptionskrafte mit dem Enzym verbunden, auf 
die spezifischen aktiven Gruppen dieser Enzyme ausiiben. 

Ich habe deshalb die Enzymlésungen nur einer Vor- 
reinigung in engem Anschlu8 an die von R. Willstitter und 
W. Csanyi angegebene Methode unterzogen. Dabei wurde 
allerdings schon erreicht, daB in einigen Fallen die Priparate 
eine Aktivitit zeigten, die rund doppelt so groB gefunden 
wurde als z. B. das von R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer?) beschriebene Priparat d, dessen 6-G1-W. von R. Will- 
stitter, R. Kuhn und H.Sobotka’) zu 2,59 angegeben wurde 
(siehe hierzu Abschn. Y). 

Als Ausgangsmaterial zur Darstellung der in dieser Arbeit 
benutzten Enzymlésungen wurde das von der Firma Vitrum 
in Stockholm bezogene entfettete Pulver ,,Placenta amygdalarum 
amararum“ verwendet. 

Als Beispiele fiir die Darstellung seien die Darstellungen 
der Priparate /, (genau nach den Vorschriften von R. Will- 
statter und W. Csdinyi bereitet) und #, (in etwas modifi- 
zierter Weise bereitet) im folgenden beschrieben. 

Darstellung des Praparates #,: 200 g Placenta 
amygdalarum amararum wurden mit 500 ccm 0,1 n-NH, auf der 
Schiittelmaschine einige Stunden geschiittelt und nach darauf- 
folgendem Zentrifugieren in einer gréBeren Zentrifuge (Touren- 
zahl pro Min.: ~ 2700) nochmals mit 200 com Wasser unter 
Zusatz von 20 ccm NH, (0,01 n.) verarbeitet. 

Die vereinigten noch nicht klaren Lésungen wurden dann 
mit 110 ccm 0,5n-Essigsiure versetzt. Die reichliche Fallung 
yon HiweiBstoffen wurde abzentrifugiert. Die so erhaltene klare 
Lésung war gelblich und reagierte gegen Lackmus sauer, gegen 
Methylorange aber neutral. Beim Stehen wihrend eines Tages 
fiel noch etwas EiweiB aus, welches durch nochmaliges Zentri- 
fugieren von der Lisung abgetrennt wurde. 





1) R. Willstitter u. G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 121, 
§. 188 (1922). 

4) R. Willstitter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 88 (1923). 
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Von dieser Liésung wurden 775 ccm mit 3000 cem 96°/,igem 
Alkohol unter Umrihren versetzt. Die nahezu rein weibe Fallung, 
welche die Gesamtmenge des Enzyms in der Liésung enthielt, 
wurde nach Abtrennung. von der Flissigkeit mit Alkohol und 


schlieBlich mit Ather getrocknet. Nach der Wiederauflésung 


in Wasser (Abfiltrieren von einer winzigen Menge nicht in 
Lésung gegangener HiweiBreste) wurde die Aktivitit zu Sal. 
f = 0,15—0,20 bestimmt (iiber die Bedeutung von Sal. f siehe 
Abschn. V). 7 

Darstellung des Praiparates £,: 200 g Placenta 
wurden wie beschrieben mit 0,1 n-NH, (500 ccm) verarbeitet. 
Die zweite Auslésung des Enzyms geschah diesmal mit 500 ccm 
0,01 n-NH, wahrend 2—3 Stunden. Nach dem Ausfillen des 
KiweiBes mit Essigsiure wurde mit der dreifachen Menge 
Alkohol (anstatt der vierfachen Menge) gefallt. Durch Wieder- 
auflésung der Fallung in Wasser und nachherige Filtrierung 
wurde die Lésung ZH, erhalten. Die Aktivitét entsprach Sal. 
f = 0,27. 

Durch Verminderung der Menge des Alkohols bei der 
Ausfallung von der vierfachen auf die dreifache Menge der 
zu fallenden Lésung, konnte der Reinheitsgrad verbessert werden ; 
wie vergleichende Versuche zeigten, wurde ein ahnlicher Fort- 
schritt ‘bezgl. der Reinigung wie bei Anwendung von Aceton 
als Fallungsmittel erreicht, Die Fallung mit der kleineren 
Menge des Alkohols war vorteilhafter, weil dadurch die Mit- 
fallung der Verunreinigungen vermindert wurde. Die {-Gluco- 
sidase wurde aber in allen Fallen zu 90—100°/, in der nach 
der Digerierung der Alkoholfaillung mit Wasser erhaltenen 
Enzymlésung wiedergefunden. 

Es folgt hier eine Zusammenstellung der Priaparate, 
welche im folgenden benutzt worden sind. Die Aktivititen 
werden durch den Ausdruck Sal. f, sowie durch die von 
R. Willstaitter, R. Kuhn und H. Sobotka') vorgeschlagene 
MaB8einheit @-Glucosidasewert, @-Gl,-W., charakterisiert. 





1) R, Willstaitter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 83 (1928). | 
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Tabelle 1. 


Zusammenstellung der Aktivitiiten einiger $-Glucosidasepriparate. 








Priparat Methode der Darstellung Sal. f 8-G1.-W. 








E, Fallung mit der 4fachen Menge 
Alkohol. Trocknen mit Alko- 
hol und Ather. Wiederauf- 


lésung in Wasser 0,15—0,20 ~3 











E, Fillung mit Aceton ... . 0,27 4,5 
E, desgl. 0,20 3,3 
E, Fallung mit der 3fachen Menge 

Alkohol . oo ae fe es 0,27 4,5 
E, Fillung mit Aceton ... . 0,09 1,5 
EK, EF, mit Alkohol umgefillt . . 0,14 2,3 
Ey, i, COTO ee 0,17 2,8 


Durch Dialyse der Enzymlésungen wurden zwar die Rein- 
heitsgrade der Lisungen etwas verbessert, es traten aber dabei 
starke Aktivitiitsverluste ein, Diese Verluste sind vielleicht 
teilweise auf eine gewisse Durchlissigkeit der Kollodiumsicke 
zuriickzufihren ') teilweise aber auch auf Adsorption des Enzyms 
an Kollodium.?) 

Die kleineren Sal. f-Werte der Priparate Z,—Z#, gegen- 
tiber den anderen diirfte auf eine stirkere Inaktivierung (ver- 
minderten Aktivititsgrad) zuriickgefiihrt werden kénnen. 

Die so erhaltenen Priparate sind noch nicht eiweibfrei. 


Reduzierende Substanzen scheinen nicht vorhanden zu sein,. 


wenn auch ein gewisser Gehalt an nicht reduzierenden Zucker- 
arten (durch die Molischsche Reaktion nachweisbar) noch 
vorhanden ist. Sie sind optisch aktiv und zwar linksdrehend. 
Als weitere Reinigungsmethoden diirften die Adsorptions- 
methoden in erster Linie zweckmaBig sein.) 





1) H. Bierry u. Schaeffer, C. r. Soc. Biol. Bd. 62, S. 723 (1907). 

2) R. E. Clausen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 413 (1914). 

8) Vgl. L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, 
S. 386 (1911) und zwar S. 409ff, Die von Nordefeldt zur Reinigung 
der Oxynitrilese angewandten Methoden [Biochem, Zs. Bd. 159, 8. 1 
(1925)] diirfte aber nach den Angaben dieses Autors nicht fir die Reinigung 
der -Glucosidase zweckmiBig sein, 
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III. Zur Versuchsmethodik. 


Zur quantitativen zeitlichen Verfolgung der #-Glucosid- 
spaltungen sind bei dlteren Arbeiten teils das polarimetrische 
Verfahren, teils die Bestimmung des gebildeten Zuckers durch 
Reduktionsanalyse benutzt worden. 

Bei der Anwendung des polarimetrischen Verfahrens mu 
man teils die Mutarotation der gebildeten Glucose vor der 
schlieBlichen Ablesung des Drehungswinkels ausschalten, teils 
mu8 man sich wirklich davon iiberzeugen, daB die am Polari- 
meter abgelesenen Drehungswinkel die tatsichlich vorhandenen 
Glucosid- und Glucosekonzentrationen angeben, daB also die 
in den Reaktionsmischungen vorhandenen Stoffe die Hinzel- 
drehungen der verschiedenen optisch aktiven Stoffe nicht gegen- 
seitig beeinflussen kénnen. Nach einer dlteren Angabe von 
G. Tammann!) sollte bei einer Mischung von Salicin und 
Glucose die polarimetrische Bestimmungsmethode in der Tat 
nicht ohne weiteres anwendbar sein, da nach Tammann die 
aus dem Mischungsverhaltnis berechenbare Drehung einer 
Lésung dieser beiden Stoffe nicht mit der beobachteten Drehung 
iibereinstimmen soll. Bei den anderen von Tammann unter- 
suchten Glucosid—Glucosemischungen erwies sich aber das 
polarimetrische Verfahren gut anwendbar. Spiter haben unter 
anderen B. Helferich sowie R. Willstatter, R. Kuhn und 
H. Sobotka die polarimetrische Methode bei Untersuchungen 
iiber enzymatische Spaltungen von sowohl Salicin wie anderen 
Glucosiden verwendet, ohne, wie es scheint, die unbedingte 
Anwendbarkeit der Methode nachgeprift zu haben. 

Um die Angabe von Tammann einer Priifung zu unter- 
werfen, wurden die folgenden Lésungen bereitet und polarisiert: 

1, Eine 5,6°/,ige Glucoselésung. Nach Aufhebung der 
Mutarotation zeigte diese Lésung im 1-dm-Rohr polarisiert den 
Drehungswinkel + 2,95° (gelbes Hg-Licht). Hieraus berechnet 
sich die spez. Drehung der Glucose zu [a] = + 52,7°. 

2. Eine 4,75°/,ige Salicinlésung. Drehung im 1-dm-Rohr: 

— 2,95°. Spez. Drehung also [a] = — 62,1°. 





1) G. Tammann, Diese Zs, Bd, 16, 8. 271 (1892) und zwar S, 297, 
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8. Eine Mischung von gleichen Teilen der Liésungen 
1. und 2. Drehung im 1-dm-Rohr: —0,01°, anstatt berechnet 
0,00°, wenn auf die Anderung der spez. Drehungen bei der 
Verdiinnung keine Riicksicht genommen wird.!) 

Die Angaben von Tammann iber die Nichtanwendbar- 
keit des polarimetrischen Verfahrens in diesem Falle, wird 
also nicht bestitigt. 

Sowohl bei der Salicinspaltung wie bei den anderen hier 
untersuchten Glucosidspaltungen (Helicin, Arbutin, -Methyl- 
glucosid) konnte der zeitliche Verlauf der Enzymreaktionen mit 
Erfolg durch die polarimetrische Methode verfolgt werden. Zur 
Aufhebung der Mutarotation wurde bei den Versuchen mit 
$-Methylglucosid, Salicin und Helicin die Sistierung der einzelnen 
Proben im allgemeinen durch Einpipettieren der Proben in 
5°/,ige Sodalésung ausgefiihrt. Bei der Spaltung des Arbutins, 
sowie bei gewissen Versuchen iiber die Hemmung der Salicin- 
spaltung durch Saligenin, Hydrochinon und einige Hydrochinon- 
derivate, war aber dies nicht médglich, wegen der schon in 
schwach alkalischen oder neutralen Lésungen sehr rasch ein- 
tretenden Braunfarbung der Lésungen. Die Abbrechung der 
Enzymwirkungen wurde deshalb in diesen Fallen durch Ein- 
tragen der einzelnen Proben in Sublimatlésung ausgefiihrt. Es 
wurden dabei 5 ccm gesiattigter Sublimatlésung zu jeder Probe 
von 15 ccm genommen. Durch Kontrollproben wurde fest- 
gestellt, daB die Reaktion hierdurch sofort abgebrochen wurde. 
Die Polarisation der Proben geschah erst, nachdem die Muta- 
rotation der Glucose vollkommen beendigt war (3 Stunden). 

Die Méglichkeit auch die Arbutinspaltung polarimetrisch 
verfolgen zu kénnen ist von Wert, indem das Spaltungsprodukt 
Hydrochinon sowie dessen Umwandlungsprodukte (in den 


Emulsinlésungen sind bisweilen gréBere oder kleinere Mengen 


von Oxydasen vorhanden) reduzierend wirken und dadurch der 
tatsichlich erreichte Spaltungsgrad nur schwer oder sogar 
iiberhaupt nicht genau bestimmbar ist. R. Willstatter und 





1) Siehe hierzu O, Hesse, Liebig, Ann, der Chem. Bd. 176, S, 89 
(1874/75) und zwar S. 116. 
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G. Oppenheimer’) bedienten sich zur Analyse der Arbutin— 
Glucose—Hydrochinonmischungen trotzdem der reduktions- 
analytischen Methode von G. Bertrand, indem sie den Re- 
duktionswert von vornherein durch Analyse einer Reihe be- 
stimmter aus den Komponenten zusammengesetzten Mischungen 
empirisch festgestellt hatten. Wegen der oben besprochenen 
leicht eintretenden Umwandlung des Hydrochinons, diirfte aber 
diese Methode nicht unbedingt einwandfrei sein. 

Die bei den folgenden Versuchen benutzten Drehungs- 
werte der Glucoside und die Enddrehungen, welche bei der 
Berechnung der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung in die 
gewohnliche Formel fir monomolekulare Reaktionen 


a 
a-~- 





1 
h= = log 


eingesetzt worden sind, gehen aus der folgenden Tabelle hervor. 


Tabelle 2. 


Spez. Drehung einiger Glucoside und die Enddrehung bei vollstindiger 
hydrolytischen Spaltung derselben. 




















Faktor zur Be- 

Glucosid Spez. Drehung ape cs re 

Anfangsdrehung 
8-Methylglucosid. . ... . — 32,6 %) — 1,49 
WS a ke. , — 68,914) — 0,517 
i i pe a — 60,43') — 0,55 
SE ga a ee a — 64,35) — 0,541 





1) R. Willstitter u. G. Oppenheimer, Diese Zs, Bd. 121, 
S. 183 (1922). 

*) 2°),ige Lésung. Vom Verfasser bestimmt. Vgl. A. van Eken- 
stein, Ree. d. trav. chem, Pays-Bas. Bd. 13, §. 184 (1894); C. N. Riiber, 
Chem. Ber. Bd. 57, S. 1797 (1928). 

*) 2°/,ige Lésung. O. Hesse, Liebig, Ann, der Chem. Bd, 176, 
S. 89 (1874/75) und zwar S. 116. 

*) 1,4°/,ige Lésung. R. Wegscheider in F. Tiemann, Chem. 
Ber, Bd. 18, S, 1600 (1885). 

5) 5°/,ige Lésung. Vom Verfasser bestimmt. Vgl. E. Bourquelot 
u. H. Hérissey, C. R. Bd. 146, S. 764 (1908). 
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Bei der Berechnung der in der letzten Kolumne an- 
gegebenen Faktoren wurde fiir die Gleichgewichtsform der 
Glucose angenommen [a] = 52,5°.1) Eine Korrektion wegen 
der Anderung der spez. Drehungen der Glucoside und der 
Glucose mit der Konzentration der Stoffe wurde in diesem 
Falle nicht gemacht. Die in den Tabellen in dieser Arbeit 
angegebenen Drehungen sind die wegen der Kigendrehung der 
Enzymlésungen korrigierten, am Polarimeter abgelesenen 
Drehungen (gelbes Hg-Licht). 

In den Fallen, wo die reduktionsanalytische Methode ver- 
wendet wurde, kam ausschlieBlich die von F. W. Traphagen 
und W. M. Cobleigh?) sowie von G.Sonntag‘) und besonders 
von G. Bertrand‘) in quantitativer Hinsicht ausgearbeitete 
Methode zur Bestimmung des mit Fehlingscher Lésung ge- 
bildeten Kupferoxyduls durch Titrierung mit Permanganat zur 
Anwendung, welche Methode bei solchen Bestimmungen als 
sehr geeignet und zuverlissig betrachtet werden muB.°) 

Wo nichts anderes angegeben ist, war die Versuchstempe- 
ratur 30,00 + 0,05°. 

Die Angaben der Acidititen in der vorliegenden Arbeit, 
beziehen sich (mit wenigen Ausnahmen betr. der Arbutin- 
spaltungen und wo nichts anderes angegeben worden ist, immer) 
auf die gemessene Aciditit des Reaktionsmediums selbst und 
nicht nur auf die aus der Zusammensetzung der Pufferlésungen 
berechenbaren approximativen Werte der Aciditét. Die Kin- 
stellung der gewiinschten Aciditéten geschah unter Anwendung 
von Phosphatpuffer (0,03—0,06 n.). Die Bestimmung der Kon- 
zentration der Wasserstoffionen (die Wasserstoffionenaktivitit) 
geschah in den meisten Fallen durch elektrometrisches Messen 





1) E. Parcus u. B. Tollens, Liebig, Ann, der Chem. Bd. 257, 
S. 160 (1890); B. Tollens, Chem. Ber. Bd. 17, S. 2284 (1884), 

*) F. W. Traphagen u. W.M. Cobleigh, Jl. Amer. Chem. Soc. 
Bd. 21, S. 369 (1899). 

3) G. Sonntag, Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamt Bd. 9, S, 447 
(1903); Chem. Zbl. 1903, I, S. 998. 

4) G. Bertrand, Bull. Soc. Chim. Bd. 35, S. 1285 (1906). 

5) K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1758 (1923). 
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20 Karl Josephson, 


mit strémendem Wasserstoff und Platinelektrode. Nur in ver- 
einzelten wenigen Fallen wurde die Biilmannsche Chinhydron- 
elektrode') benutzt. 


IV. Zur Kinetik der (-Glucosidspaltungen. 


Wegen der wechselnden Affinitaten verschiedener Enzym- 
praparate zu den Substraten und zu den Spaltungsprodukten 
der letzteren, sowie wegen der in einigen Fillen yorkommenden 
andersartigen Hemmungen der Reaktionsgeschwindigkeit durch 
die Spaltungsprodukte (bei Alkoholen), ist eine genau definierte 
Kinetik der Glucosidspaltungen wie auch bei anderen enzyma- 
tischen Reaktionen im allgemeinen nicht zu erwarten,’) 

Die alteren Arbeiten iiber Kinetik zeigen auch solche 
friher unerklarten Variationen, indem die nach der Formel 
fiir monomolekularen Reaktionen berechneten Reaktionskoeffi- 
zienten sehr oft einen gréBeren oder kleineren ,Gang“ mit 
dem Fortschritt der Reaktion zeigen. G. Tammann®) hat 
die Spaltung der Glucoside Salicin, Arbutin, Coniferin und 
Amygdalin durch Emulsin teilweise nach der reduktionsanalyti- 
schen Methode mit Fehlingscher Liésung zeitlich verfolgt. 
Die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung waren entweder 
konstant oder zeigten beim Fortschritt der Reaktion in vielen 
Fallen ,einen ausgeprigten Abfall. Bei manchen Versuchen 
Tammanns waren aber die Reaktionen allerdings nicht voll- - 
stindig, Es traten falsche Gleichgewichte ein wegen der 
hemmenden LEinfliisse der Spaltungsprodukte sowie wegen 
irreversibler Vernichtung der Aktivitit des angewandten Enzym- 
praiparates, Der Endzustand der Reaktionen erwies sich 
somit als abhingig von Enzym- und Substratkonzentration, 
Konzentration der Spaltungsprodukte wie von der Versuchs- 
temperatur. 





') E. Biilmann, Ann. de Chim. [9] Bd. 15, S. 109 (1921); Bd. 16, 
S. 321 (1921). 

*) Siehe hierzu H. v. Euler u. K. Josephson, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 4 (1924). 

3) G. Tammann, Diese Zs. Bd. 16, S. 271 (1891); Zs, physikal. 
Chem. Bd, 18, 8. 426 (1895); G.Tammann u. 0. Svanberg, Diese 
Zs. Bd. 111, S. 49 (1920). 
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Abfallende Werte der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung 
fand auch V. Henri’) (vgl. die Berechnungen von R. 0. Herzog’), 
wahrend C. 8S. Hudson und H.S. Paine’) unter Beriick- 
sichtigung der optimalen Aciditét und nach Ausschaltung der 
Mutarotation bei dem polarimetrischen Verfolgen der’ Salicin- 
spaltung einen guten AnschluB an die Formel fiir monomole- 
kularen Reaktionen fanden. Bei den Versuchen iiber Salicin- 
spaltung, welche B. Helferich*) auch mit ziemlich weitgehend 
gereinigten Emulsinpriparaten ausgefiihrt hat, kénnen eventuell 
wechselnde Affinitits- und Hemmungserscheinungen bei den 
verschiedenen Enzympriparaten die wechselnde Kinetik ver- 
anlaBt haben. Eine Proportionalitit zwischen Enzymmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit wurde von Helferich nicht beob- 
achtet, Wenigstens in einigen Fallen diirfte die Ursache in 
Py Verschiebungen®) liegen, um so mehr als Helferich seine 
Versuche nicht bei p,, = 4,4 sondern bei p,, = 4,7 (im Puffer- 
gemisch) also bei einer Aciditit, wo die Aktivitats-p,-Kurve 
nach der alkalischen Seite schon zu fallen beginnt (siehe unten), 
angestellt hat. 

R. Willstatter und W. Csanyi®) fanden, da die Spaltung 
des $-Methylglucosids bei p,, = 4,4 monomolekular verlief. Zu 
demselben Ergebnis kamen R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer’) beziiglich der Spaltung des Salicins, @-Phenylglucosids 
und Arbutins, wahrend die Spaltung des Helicins bei p, = 5,3 
nach der reduktionsanalytischen Methode verfolgt abfallende 
Werte der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung ergab. Ohne 
einige bestitigende Versuche hieriiber mitzuteilen, fiihren Will- 
stitter und Oppenheimer, sowie Willstitter, R. Kuhn 





1) V. Henri, Thése, Paris 1903. 

*) R. O. Herzog, K. Akad. v. Wetensch. Amsterdam, S. 332 (1903); 
Zs. f. allgem. Phys. Bd. 4, S. 163 (1904). 

8) ©. 8S. Hudson u. H. §. Paine, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 31, 
S. 1242 (1909). 

‘) B. Helferich, Diese Zs. Bd. 117, 8. 159 (1921). 

’) Vgl. H. v. Euler, Chemie d. Enzyme II., 2. Aufl. 1922, 8. 280. 

6) R. Willstitter u. W.Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, 8.172 (1921). 

7) R. Willstéitter u. G. Oppenheimer, Diese Zs, Bd. 121, 
S. 183 (1922). 
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und H. Sobotka!') diesen Abfall auf eine Hemmung durch den 
abgespaltenen Salicylaldehyd zuriick. 

Die Angaben von Willstatter und Mitarbeitern beziiglich 
der Kinetik der Glucosidspaltungen habe ich nicht in jeder 
Hinsicht bestatigen kénnen.*) Einige Versuche iiber die Hydro- 
lyse des @-Methylglucosids finden sich in der folgenden 


Tabelle, 


Tabelle 3. 


Kinetik der $-Methylglucosidspaltung. 2°/,ige 6-Methylglucosidlésung. 
Optimale Aciditiét (pq = 4,4). Variation der Enzymmenge (Priparat £,). 

















Enzymmenge . Drehungs- 8 k-10° 
in 50 Big _ ican pt sited — Enzymmenge 

5 mg 0 — 0,98 ~ ~~ 
2880 — 0,71 0,27 18 3,60 

7320 — 0,46 0,52 14 

15000 — 0,20 0,78 11 

es) + 1,46 2,44 ~- 

20 0 — 0,98 — ae 
250 — 0,88 0,10 73 3,65 

1440 — 0,48 0,50 69 

oo + 1,46 2,44 _— 

100 0 — 0,97 _ — 
260 — 0,50 0,47 361 8,61 

: 480 — 0,18 0,79 358 

660 + 0,02 0,99 346 

eo) + 1,45 2,42 — 

200 0 — 0,97 — — 
100 — 0,60 0,37 721 3,61 

240 — 0,22 0,75 671 

900 + 0,79 1,76 627 

00 + 1,45 2,42 _ 

















Die Hydrolyse des @-Methylglucosids folgt also, in Be- 
stitigung ilterer Arbeiten, nach meinen Versuchen angenihert 
dem Gesetz fiir monomolekulare Reaktionen. Bei dieser Aciditat 





1) R. Willstitter, R. Kuhn und H.Sobotka, Diese Zs, Bd. 129, 


S. 33 (1928). 


*) Siehe hierzu auch Abschnitt VII. 
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wurden allerdings die Reaktionskoeffizienten im allgemeinen 
mit Fortschritt der Reaktion etwas abfallend gefunden. 

Da8 Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktions- 
geschwindigkeit bei der 6-Methylglucosidspaltung besteht, geht 
aus den Zahlen der letzten Spalte der Tabelle hervor. 

Die Giltigkeit der Formel fir monomolekulare Reaktionen 
(wenigstens bis zu einem Spaltungsgrad von etwa zwei Drittel) 
bei nicht zu kleinen Spaltungsgeschwindigkeiten bei der Spaltung 
des Salicins geht aus der folgenden Tabelle hervor. Nur 
bei sehr kleinen Enzymmengen und dadurch bedingten langen 
Versuchszeiten fallen die Reaktionskoeffizienten mit der Zeit 
erheblich ab, indem Inaktivierung des Enzyms eintritt. 


Tabelle 4. 


Kinetik der Salicinspaltung. 100 ccm 2°/,ige Salicinlésung. Optimale 
Aciditit (py = 4,4). 100 bzw. 1 mg Priparat £,. 





























Enzymmenge Min. Drehung Drshunge- a i log a 
in 100 cem inderung t a-2Z 

1 mg 0 — 1,90 — — 

720 — 1,44 0,46 105-10~° 

1410 — 1,14 0,76 94-10~° 

2820 — 0,64 1,26 89-10—° 

5700 — 0,14 1,76 72-10~° 

9960 + 0,31 2,21 63-10~® 
) + 0,98 2,88 a 
100 0 (— 1,89) -— — 
0,6 — 1,85 (0,04) ik 

10 — 1,30 0,59 100-10—* 

20 — 0,82 1,07 101-10 

35 — 0,29 1,60 101-10—* 

55 + 0,12 2,01 95-107* 

80 + 0,46 2,35 93-104 
00 + 0,98 2,87 a — 














Die Proportionalitét zwischen Enzymmenge und Reaktions- 
geschwindigkeit ist bei diesen zwei Versuchen genau erfillt, 
wenn die Anfangsgeschwindigkeiten betrachtet werden. Bei 
anderen Versuchen wurde auch immer eine solche Proportio- 
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nalitat gefunden. Die Wiedergabe der obenstehenden Versuche 
mit der Variation der Enzymmenge im Verhiltnis 1:100 ist 
aber zur Beurteilung dieser Frage geniigend. 


Ein ebenso guter Anschlu8 an die Formel fir mono- 
molekulare Reaktionen wurde auch bei der Helicinspaltung 
gefunden, im Gegensatz zu den von Willstaitter und Mit- 
arbeitern mitgeteilten Ergebnissen. DieVerfolgung der Spaltungs- 
geschwindigkeit geschah jetzt auf polarimetrischem Wege, 
wahrend Willstitter und Oppenheimer sich der reduktions- 
analytischen Methode nach Bertrand bedient haben. 


Tabelle 5. 


Kinetik der Helicinspaltung. 11mg Priparat EH, in 100 cem 1°/,ige 
Helicinlésung. Optimale Aciditit (p, = 4,5). 














Min. Drehung Drehungsinderung k-10* 
0 (—0,93) sr o 
0,5 —0,92 (0,01) on 
5 —0,85 0,08 49.6 

12 —0,74 0,19 51,2 

20 —0,63 0,30 50,7 

50 — 0,29 0,64 51,1 

80 —0,07 0,86 49,3 

Oo | 4-0,51 1,44 ons 











Die Geschwindigkeit der Helicinspaltung folgt also bei 
dieser Aciditit dem Gesetz fiir monomolekulare Reaktionen 
mit wenigstens gleicher Genauigkeit wie die @-Methylglucosid- 
spaltung oder Salicinspaltung. Andersartig wurde der zeitliche 
Verlauf der Arbutinspaltung gefunden. Die Bestimmung 
der Spaltungsgeschwindigkeit geschah auch in diesem Falle 
durch das polarimetrische Verfahren. Die Reaktion wurde 
allerdings bei den einzelnen Proben nicht durch Sodalésung 
abgebrochen, sondern durch Sublimat, um Braunfarbung der 
zu polarisierenden Lisungen zu verhindern. Die Ablesungen 


am Polarimeter geschahen erst nach Beendigung der Muta- 


rotation. 
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Tabelle 6. 


Kinetik der Arbutinspaltung. 110 mg Priparat HZ, in 100 cem 1 °/,ige 
Arbutinlésung. Optimale Aciditiét (py = 4,1). 























Min. Drehung Drehungsinderung k+ 10° 
0 —0,91 av “a 
55 —0,77 0,14 80 
90 —0,70 0,21 18 
150 — 0,60 0,31 72 
200 —0,58 0,38 69 
1440 +0,29 1,20 59 
oo + 0,49 1,40 — 


Die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung zeigen also bei 
dieser Aciditat mit Fortschritt der Reaktion abfallende Werte. 

Die Hemmungsversuche, welche im Abschnitt X beschrieben 
sind, haben nun gezeigt, daB beziiglich der Affinitatsverhiltnisse 
der f£-Glucosidase zu den verschiedenen Substraten und deren 
Spaltungsprodukten die Affinititen zu Helicin, Salicin, Arbutin 
und #-Methylglucosid in dieser Ordnung abfallen, und daB die 
Hemmung durch Saligenin und Salicylaldehyd von nahe der- 
selben Gré8e ist, wahrend die Hemmung durch Hydrochinon, 
sowohl bei Untersuchung der Salicinspaltung wie der Arbutin- 
spaltung, bedeutend gréfer ist. 

Die gefundenen Verschiedenheiten beziiglich der Kinetik 
bei Spaltung verschiedener Substrate mit der £-Glucosidase sind 
also von diesem Standpunkt in einfacher Weise wenigstens 
qualitativ zu erkliren.’) 

Die quantitative Berechnung der Kinetik stellt sich aller- 
dings in diesen Fallen viel komplizierter als bei der Berechnung 
der Kinetik der Rohrzuckerspaltung im Sinne von L. Michaelis 
und M. Menten.”) Die Hemmung durch das eine Spaltungs- 
produkt (den Alkohol) scheint nimlich, wie unten gezeigt werden 
soll, von zwei verschiedenartigen Hemmungserscheinungen zu- 





1) Vgl. hierzu die Betrachtungen iiber die Kinetik enzymatischer 
Reaktionen bei H. v. Euler u. K. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. 
Kemi Bd. 9, Nr. 4 (1924). 

*) L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 833 (1913); 
V. Henri, Thése, Paris 1899. 
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sammengesetzt zu sein, nimlich teils einer Hemmung, welche 


durch eine ,,Affinitat’ zum Enzym erklirt werden kann, teils 
einer solchen Hemmung, welche auch bei anderen Enzymen wie 
Saccharase im Falle von Alkoholen usw. gefunden worden ist. 
Die Abhingigkeit dieser: letzten Hemmungsart von der Kon- 
zentration der hemmenden Substanz ist aber nicht mit ge- 
niigender Genauigkeit bekannt, um die Aufstellung einer Ahnlichen 
Formel, wie die von L. Michaelis und M. Menten fir die 
Kinetik der Rohrzuckerspaltung hergeleiteten, zu erméglichen. 


V. Bestimmung der Aktivitat von $-Glucosidasepraparaten. 


In Anschlu8 an die schon lange benutzten Ausdriicke If 
zur Charakterisierung der enzymatischen Wirksamkeit von 
Saccharasepraparaten’) und Sf zu einer solchen Charakteri- 
sierung von Amylaselésungen”) haben H. v. Euler und 
K. Josephson’) vorgeschlagen, die Wirksamkeit von Enzym- 
praparaten und Lésungen allgemein durch Ausdriicke von der Form 

k + g Substrat 
Af= g nent Saar 





oder 
k 


Xf= = 
g Enzympraparat 

auszudriicken, wo & einen fiir jede Enzymreaktion in zweck- 
miBiger Weise zu wiaihlenden Reaktionskoeffizient darstellt, 
durch welchen die Geschwindigkeit der Reaktion sich 
ausdriicken 1iBt, Im Falle der Rohrzucker- und Stirkespaltung 
konnte der gewohnliche nach der Formel fir monomolekulare 
Reaktionen berechnete Reaktionskoeffizient mit befriedigender 
Genauigkeit benutzt werden, was auch bei vielen anderen Enzym- 
reaktionen nahe zutreffen diirfte. 

Der erste Ausdruck ist zu wahlen bei solchen Enzym- 
reaktionen bzw. bei Untersuchung von solchen Substratkonzen- 
trationen, wo das Produkt Reaktionsgeschwindigkeit mal Sub- 
stratmenge beim Anfang der Reaktion eine wenigstens nahe 
konstante GréBe darstellt. Der zweite der obigen Ausdriicke 

1) H. vy. Euler u. O.Svanberg, Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919). 


*) H. v. Euler u. O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, 8. 193 (1920). 
8) H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, 1749 (1928). 
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ist dagegen zweckmaBig zu wihlen in solchen Fallen (bei 
schwacher Affinitat zwischen Enzym und Substrat bzw. in ver- 
diinnteren Lésungen), wo die Reaktionsgeschwindigkeit un- 
abhingig von der Konzentration des Substrates gesetzt werden kann. 

Nur in solchen Fallen, wo ein Gebiet, in welchem &-g Sub- 
strat oder & allein konstant ist, sich nicht in zweckmiaBiger 
‘Weise (mit hinreichender Genauigkeit) untersuchen laBt, ist es 
notwendig (wenn es auch in anderen Fallen zweckmabig 
sein kann) die Konzentration des Substrates bei der Be- 
stimmung der Enzymaktivitit genau zu prazisieren. In solchen 
Fallen bedient man sich der zweiten der obigen Ausdriicke, 
wobei die Messung des Koeffizienten & unter den fixierten Be- 
dingungen ausgefihrt wird. 

AuBerdem ist es natiirlich von Wichtigkeit, solche Hinfliisse 
wie Konzentration der Wasserstoffionen, Konzentration von 
Aktivatoren und Hemmungskérpern in méglichst hohem Grade 
auszuschalten, sei es durch Innehaltung optimaler Bedingungen 
in diesen Verhiltnissen oder in anderer Weise (vgl. die Be- 
stimmung von Trypsin und Lipase nach Willstatter und 
Mitarbeitern.’) 

Was die Wahl des Koeffizienten 4 betrifft, l4Bt sich, wie 
oben bemerkt, in vielen Fallen der nach der Formel fir 
monomolekulare Reaktionen giiltige Reaktionskoeffizient 


a 
a- 





1 
k = — log 


anwenden. In anderen Fallen muB eine andere Konstante 
gewahlt werden (z. B. eine Konstante von ihnlicher Art wie 
die von L. Michaelis und M. Menten in theoretischer Hin- 
sicht gut begriindete Konstante der Saccharasewirkung, oder 
vielleicht ein Ausdruck fir die Anfangsgeschwindigkeit 
der Enzymreaktion). 


In dem vorliegenden speziellen Falle — Bestimmung der 


Aktivitit von §-Glucosidasepriparaten — wurde im vorigen 
Abschnitt gezeigt, daB der Reaktionskoeffizient erster Ordnung 


1) R.Willstitter, E.Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, Diese 
Zs. Bd. 125, 8.98 (1923); R. Willstitter u. H. Persiel, Diese Zs. 
Bd. 142, 8. 245 (1925). 
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mit befriedigender Genauigkeit bei der Salicinspaltung giiltig 
ist und da dieser Koeffizient der Enzymmenge (mit sehr groBer 
Annaherung) proportional ist. 

Als Substrat zur Messung der Wirksamkeit von #-Glu- 
cosidasepraparaten scheint Salicin sehr geeignet zu sein (es 
besitzt eine ziemlich starke Affinitét zum Enzym und gehért 
zu den billigsten 6-Glucosiden), besonders wenn es nunmehr 
als ziemlich sichergestellt angesehen werden muB, daB das 
salicinspaltende Enzym auch die anderen f-Glucoside spaltet, 
wie #-Methylglucosid, Helicin und vielleicht auch Arbutin 
(vgl. Abschnitt X). Salicin wurde ja auch friiher, unter anderem 
von B. Helferich?) (Zeitwert), sowie R. Willstatter, R. Kuhn 
und H. Sobotka?) (6-GL-E. und -G1.-W.) zu ahnlichen Zwecken 
benutzt.°) | 





) A: a. OG, 

) A. a. O. 

8) Neuerdings hat R. Kuhn (Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente 
und ihre Wirkungen, 5. Aufl, 8. 180), die Ansicht ausgesprochen, daB 
»die von H.v. Euler und K. Josephson vorgeschlagene allgemeine 
Bezeichnung der Aktivitit von Enzympriparaten nur einen Spezialfall 
der von Willstatter und Kuhn empfohlenen Bezeichnungsweise“ dar- 
stellt. Worin der allgemeinere Charakter der ,,Enzymeinheiten“ und 
,nzymwerte“ fiir verschiedene Enzyme bestehen sollte, ist schwer ein- 
zusehen: 








Menge 
Enzymwerte Enzym- Messung der Wirksamkeit 
priparat 








Saccharasewert. . 0,05 g 75,75 °/, Spaltung des Substrates 








8-Glucosidasewert . 1,00 oy 4 - a 
Amylasewert . . 0,01 Reaktionskoeffizient erster Ordnung 
Lipasewert . . . 0,01 Spaltung von 2,5 g Olivenél zu 24 °/, 


Wihrend also diese Bezeichnungen sehr ,,speziell“ gewiahit sind, 
ist doch die Bezeichnung Xf ein Versuch, die verschiedenen Enzym- 
wirkungen in méglichst einheitlicher Weise zu bestimmen. Natiir- 
lich miissen immer, unabhingig von der Art der Bezeichnung, die 
Grenzen fiir die Giiltigkeit der Bezeichnungsweise besonders ermittelt 
werden, wie es ja bei den Arbeiten von Euler und Svanberg und in 
dieser Arbeit geschehen ist. 
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Die von R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka bei 
der Glucosidasewertbestimmung gewahlte Substratkonzentration 
(0,02 n.) scheint aber nicht zweckmaBig zu sein. Bei einer 
solchen Verdiinnung ist nimlich die Salicin--Glucosidase- 
verbindung sehr weitgehend dissoziiert (bei einer Affinitits- 
konstante von rund 30 ist < 40°/, des Enzyms mit dem Sub- 
strat verbunden). Bei einer solchen Konzentration miissen sich 
deshalb die gerade bei dem glucosidspaltenden Enzym (nach 
den zitierten Autoren) anscheinend starken Variationen in den 
Affinitétsverhiltnissen sehr bemerkbar machen und der Ver- 
gleich verschiedener Enzympraparate mu deshalb erschwert 


werden. 
Tabelle 7. 


Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
20 mg Priparat HZ, in 50 cem. 





























Um eine Orientierung tiber den Einflu8 der Substrat- 
konzentration bei der Salicinspaltung zu gewinnen, wurden 
einige Versuche mit variierender Substratkonzentration aus- 


Konzen- , i 
tration Minuten Drehung k + 104 2 pin > 
des Salicins lo ig 
0,5, 0 —0,49 en - 
60 — 0,02 85 aes 
90 +0,10 17 a —- ect: 
co + 0,25 —_ ae 
1 0 — 0,99 Gye ae 
60 — 0,19 55 c 
100 +0,10 56 aie sie * 
os) +0,51 -- oy 
2 0 1,96 as ce 
60 —0,75 88 es a 
| 110 — 0,18 86 ne ” ra 
ow +1,01 ne 
j 60 — 2,45 20 ieceioae 
140 — 1,28 at ” ™ ie 
00 +2,01 ae 
ff ; 
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gefiihrt (weitere Versuche, ausgefiihrt um die Affinitét der 
Glucosidase zu Salicin zu bestimmen, finden sich im Ab- 
schnitt X). 

Diese orientierenden Versuche zeigen, daB bei Konzen- 
trationen tiber 2°/, (0,07 n.) Salicin das Produkt & mal Salicin- 
konzentration nur wenig Anderung erlitt. Die folgende Ver- 
suchsreihe mit Salicinkonzentrationen zwischen 2 und 5°/, 
zeigt die nahezu konstante GréBe dieses Produktes. 


Tabelle 8. 


Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
23 mg Priparat ZH, in 50 cem. 














Konzen- ; 
tration Minuten | Drehung k+ 104 - . wes x 
des Salicins /) Salicin 
2° 0 (—1,93) se 
0,5 —1,91 ie 
10 —1,54 62,0 

25 —1,08 61,2 sie — 
a +1,00 ay 
3 0 (— 2,83) pm 
0,5 —2,81 ni 
; 15 — 2,26 41,8 

31 1.73 415} ti 124 
wo +1,46 aes 
4 0 ( — 3,83) not 
0,5 — 3,81 ws 
15 — 8,18 34,4 

1 

835 — 2,52 31,7 33, 132 
a +1,98 a 
5 0 (—4,74) am 
0,5 — 4,72 We 

15 — 4,08 27,9 

00 2,45 ies 














Bei Anwendung von Konzentrationen des Salicins zwischen 
2 und 5°/, (héhere Konzentrationen lassen sich wegen der 
beschrankten Léslichkeit nicht untersuchen) wire es also még- 
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lich, eine Formel von der ersten der beiden erwaihnten Formen 
zur Charakterisierung der Aktivitit zu verwenden. Als ,,Stan- 
dard“-Konzentration zu der Bestimmung der Aktivitiit von 
6-Glucosidasepraparaten habe ich es allerdings fir zweckmaBig 
angesehen, die Konzentration 2°/, (0,07 n.) festzustellen. Ver- 
wendet man ein Totalvolumen des Reaktionsgemisches von 
50 ccm, so wird also die Substratmenge 1 g und die Salicin- 
spaltungsfahigkeit 14Bt sich dann definieren als 


k 


Sal. f= g Enzympriparat ’ 





in welcher Formel 


k die nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen 
berechneten Reaktionskoeffizienten darstellt (Mittelwert aus 
z. B. drei Bestimmungen) bei der Spaltung von 1 g Salicin in 
50 com Liésung bei optimaler Aciditét (p, = 4,4, zweck- 
maBig durch KH,PO, eingestellt) und bei einer Temperatur 
von 30°; 


g Enzympraparat bedeutet, wie immer, die Menge des 
Enzympraparates (Trockengewicht der Enzymlésung), welche 
bei Bestimmung von & in den 50 ccm der Reaktionsmischung 
zugegen ist. & diirfte bei dieser Bestimmung Werte zwischen 
etwa 10-4 und 10~*, vielleicht mit noch gréBerem Intervall, 
haben kénnen (vgl. Abschnitt IV). 


Die Aktivitit einiger 8-Glucosidasepriparate, nach dieser 
Methode berechnet, findet sich in der Tabelle 1. 


Um den Vergleich zwischen verschiedenen Priaparaten zu 
erméglichen, wenn die Aktivitat entweder durch den Ausdruck 
Sal. f oder den Willstatterschen Ausdruck #-G1-W. aus- 
gedriickt ist, laBt sich in folgender Weise der letztere Aus- 
druck in den ersten umrechnen und umgekehrt. 


Nach der Definition von R. Willstatter, R. Kuhn und 
H. Sobotka ist der 8-Glucosidasewert die in 1 g Trocken- 
praparat enthaltene Anzahl von #-Glucosidaseeinheiten 
(8-G1.-E.), wo eine Glucosidaseeinheit die Enzymmenge dar- 
stellt, die bei 30° und optimalem p,, (4,4) in einer Minute 
20 cem 0,02 n-Salicinlésung zu 50°/, spaltet. 
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Unter den Versuchsbedingungen bei der #-G1-W.-Be- 


stimmung gibt. also 1 #-Gl.-E. den Reaktionskoeffizient erster 


Ordnung 
ho.o2 = log 2 = 0,3010. 


Dieselbe Enzymmenge in 50 ccm 0,02n-Lésung wiirde 
also die Konstante 


koog = 2/5-+0,3010 = 0,1204 
ergeben, 
Wenn X die mit dem Substrat verbundene Enzymmenge 
(X = Konzentration der Enzym-Substratverbindung) und >’ die 
gesamte Enzymmenge darstellt, ergibt sich unter der Annahme, 
daB die Reaktionsgeschwindigkeit [umgesetzte Substratmenge 


pro Zeiteinheit] (dz/dt), =k, (a), proportional mit X/ = ist, 


in 0,02 n-Lésung 
Ky, 0,02 
Xo,02/2' = 5 ae * ko,o2+ 0,02 , 


in 0,07 n-Lésung 
Xoo7/ 2 = 





Ky + 9,07 
1 + Ky + 0,07 





= ¢+hj.o7+0,07. 


Beim Ubergang von 0,02n. zu 0,07 n-Lésung andert .sich 
also A’ im ee 


kong = 1 + Ky 0,07 


’ 





Unter den Bedingungen bei der Bestimmung von Sal. f 
ergibt also 1 £-G1.~-E, 


1 + K,,-0,02 
hoor = 0,1204- = 


1+ Ky, 0,07 


Die Aktivitit £-Gl-W.= 1 entspricht also 


1 + K,,- 0,07 








Sal. f= 0,1204. 


Zur Umrechnung miissen wir also die Affinititskonstante 
der Salicin-(@-Glucosidaseverbindung kennen. Bei den hier 
untersuchten Priparaten wurde Ky zu etwa 33 bestimmt, und 
der Umrechnungsfaktor wird dann 0,0605, Dieser Wert wurde 
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zur Umrechnung der in der Tab. 1 aufgezihlten Werte von 
Sal. f verwendet. 

Das von Willstatter und Oppenheimer, sowie von 
Willstatter, Kuhn und Sobotka untersuchte Praiparat d 
aus siiBen Mandeln hatte @-GlL-W.=2,59 und Ky = 59 
(Ku = 1/Ky = 0,017) und mit dem in diesem Falle giltigen 
Umrechnungsfaktor 0,0512 findet man, da8, unter den Be- 
dingungen der Sal. /-Bestimmung untersucht, dieses Praparat 
also Sal. f= 0,13 ergeben haben wiirde. Die Aktivitit dieses 
Praparates entspricht also ungefahr dem Praparat #, und ist 
rund halb so aktiv als die Praparate #, und £,. 


VI. Die Aktivitats-p,-Kurven der 6-Glucosidspaltungen. 


Der Einflu8 der Aciditét des Reaktionsmediums auf die 
Geschwindigkeit der Spaltung des Salicins mit Emulsin wurde 
zuerst von C.S. Hudson und H.S. Paine?) untersucht. Diese 
Forscher driicken, dem damaligen Stand der Forschung ent- 
sprechend, die Aciditét bzw. Alkalinitit der Versuchslisungen 
durch die Konzentration der zugesetzten Salzsiure bzw. Lauge 
aus. Die von ihnen ermittelte optimale Aciditait (0,005 n-HCl) 
entspricht aber, wegen der teilweisen Bindung der Siaure an 
Bestandteilen des Enzympraparates, nicht der wahren optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration. Die richtige optimale Aciditat 
der Salicinspaltung wurde aber schon von E. Vulquin und 
Martini’) zu h = 0,4-10~* (p,, = 4,4) bestimmt. 

Fiir die Spaltung des #-Methylglucosids und einer Reihe 
anderer Glucoside verschiedener Konstitution wurde von 
E. Fischer’) die Optimalbedingung beziiglich der Aciditat 
zu etwa h = 10~° angegeben. 

Die optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen fir die 
Spaltung des f-Methylglucosids und Prunasins haben R. Will- 
statter und W. Csanyi‘) zu bzw. p, = 4,7—5,1 und 4,4 an- 





1) Hudson u. Paine, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 31, S. 1242 (1909). 

2) Vulquin u. Martini, C. R. Soe. Biol. Bd. 70, 8. 270, 763 (1911). 

’) E. Fischer, Diese Zs. Bd. 107, 8. 176 (1919). 

*) R. Willstitter u. W. Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, S. 172 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLVII, a 
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gegeben. Bei p,, = 3 soll die #-Glucosidase auf #-Methyl- 
glucosid wirkungslos sein. R. Willstitter und G. Oppen- 
heimer?) haben die Untersuchungen von R. Willstatter und 
Csanyi in verschiedener Hinsicht erweitert und die Lage der 
p,-Optima fir die enzymatische Spaltung des Salicins, Helicins, 
f-Phenylglucosids und Arbutins untersucht. Sie geben die 
folgenden p,,-Werte als Optimalbedingungen an: : 


Tabelle 9. 


Aktivitits-p,-Optima der Glucosidspaltungen nach R. Willstitter 
und G. Oppenheimer. 





























Substrat ete % Prunasin | Salicin | Helicin silanes ” Arbutin 
glucosid glucosid 
Optim ome eS 4,4 4,4 | 5,8 ~5 | 4,1 





Besonders bemerkenswert ist die starke Abweichung der 
Helicinspaltung von den anderen untersuchten Glucosidspal- 
tungen. Die Analyse der Helicinspaltung sowie die der anderen 
Glucosidspaltungen geschah reduktionsanalytisch. Ob die an- 
gegebenen p,,-Werte sich auf die Reaktionsmischungen selbst 
beziehen oder nur die aus der Zusammensetzung der Puffer- 
mischungen zu erwartenden Aciditaéten darstellen, geht aus der 
Originalarbeit nicht hervor. 

Die Aciditatsbedingungen der f-Glucosidase mu8ten niher 
gepriift werden, besonders um eine weitere Diskussion der 
theoretischen Erklarung der Aktivitats-p,,-Kurve zu erméglichen, 
welche H. v. Euler, K. Josephson und K. Myrbick?), sowie 
K. Josephson) auf Grund des Massenwirkungsgesetzes und 
der elektrochemischen (amphoteren) Higenschaften des Enzyms 
im Falle der Rohrzucker- und Raffinosespaltung durch Saccha- 
rase gegeben hatten. Deswegen habe ich es wichtig angesehen 





1) R. Willstitter u.G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 121, 8. 183 
(1922). 

*) H.v. Euler, K. Josephson u. K.Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, 
S. 89 (1924). 

*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, 8. 50 (1924). 
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den niheren Verlauf der Aktivitats-p,,-Kurven einiger Glucosid- 
spaltungen festzustellen und nicht nur die Lage der p,,-Optima 
zu untersuchen. Die Untersuchungen beziehen sich auf die 
enzymatische Spaltung des £-Methylglucosids, Salicins?), Heli- 
cins und Arbutins. 


1, Aktivitats-p,-Kurve der #-Methylglucosidspaltung 


Zwei verschiedene Versuchsreihen wurden ausgefihrt. Die 
Konzentration des f-Methylglucosids betrug in beiden Fallen 
0,5°/,. Die Verfolgung der Spaltung wurde durch die reduk- 
tionsanalytische Methode von G. Bertrand ausgefthrt. Die 


AktivitGts ~Dy -Kurve der B “Methylglukosidspattung. 
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Fig. 1. 


Versuchstemperatur betrug beim ersten Versuch 30,00° + 0,05°, 
beim zweiten Versuch dagegen Zimmertemperatur (19—21°) 
Die Enzymmengen waren bzw. 138 mg Praparat Z, und 46,1 mg 
Praparat #, zu jeder Versuchsmischung von 50 ccm. Die ge- 
winschten Acidititen wurden durch Phosphatmischungen (10 ccm 
0,3n. auf 50 ccm) eventuell unter Zusatz von etwas Phosphor- 





) Beziiglich der Aktivitiits-py,-Kurve der Salicinspaltung haben 
R. Kuhn und H.Sobotka einige Versuche mitgeteilt, Zs. physikal. 


Chem. Bd. 109, 8. 65 (1924). 
3* 
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siure eingestellt und durch elektrometrische Messung direkt 
im Reaktionsgemisch bestimmt. Die Versuchsdaten finden sich 
in den Tabellen 10 und 11. Die Aktivitats-p,-Kurve ist in 
Fig. 1 graphisch dargestellt. 





Tabelle 10. 
Aktivitite-p,;-Kurve der 6-Methylglucosidspaltung. ‘ 
0,5 °/, 6-Methylglucosid. | 
188 mg Priparat Z,. Bestimmung der Glucose nach Bertrand. 





























Zeit Relative 
: Anfangs- 
a PH - mg Glucose geschwindig- 
Ke Stunden keit | 
“ 2,77 4 5,1. 40 | 
° 29 9,8 
Z oo 46,3 
a 8,65 2,5 7,6 90 
: 4,25 10,5 i 
Pe 1 12,5 
e © 46,8 
3 4,4 2 7,0 100 
a 4 11,1 
: 6,5 12,9 
it oo 46,3 
5,15 2 6,5 93 
_ 4 10,5 
a 6,5 12,4 
é 


Die optimale Aciditit wurde nach diesen Versuchen zu 
P, = 4,5 gefunden. Noch bei Acidititen gréfer als p, = 3 
wurde im Gegensatz zu den Angaben von Willstatter und 
Csanyi Spaltung wahrgenommen. Allerdings scheint die 
Spaltung recht bald zum Stillstand zu kommen. Die Reaktions- [| 
geschwindigkeit wird naimlich, je langer die Versuche dauern, [| 
immer kleiner, wabrscheinlich durch Abschwichung der Akti- | 
vitit, welche méglicherweise mit einer Umlagerung oder Ver- 
nichtung der spezifischen substratbindenden Gruppen bei héheren 


oe sean Se ee ee 
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Aciditéiten zusammenhingen diirfte (vgl. die Ergebnisse des 
Verfassers im Falle der Saccharase.?) 


Tabelle 11. 
Aktivitits-p,-Kurve der $-Methylglucosidspaltung. 
0,5 °/, 6-Methylglucosid. 46,1 mg Priparat J. 
Bestimmung der Glucose nach Bertrand. Versuchstemperatur 20°, 














Zeit 104 — 
Pu in mg Glucose A rie : 
Class (Stunden) [8° keit g 
3,17 0 0 (97) 60 
6,65 5,3 79 
21 8,2 40 
2) 46,3 —_ 
8,70 0 0 (181) 82 
6 te Fe 119 
21 16,3 90 
4,61 0 0 (160) 100 
6 8,8 1538 
21 22,2 135 
5,84 0 0 63 
6 5,9 99 
21 17,0 95 
6,35 0 0 (58) 88 
6,65 3,6 58 
6,80 0 0 (19) 12 
21 4,1 19 
54 9,6 19 
7,52 0 0 (5) 3 
18 3,8 5 














Aus den Zahlen der Tabellen ist weiter ersichtlich, daB 
die Kinetik sich mit der Aciditaét wesentlich verindert. Im 
sauren Gebiet sind die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung 
stark abfallend, zusammenhingend mit der soeben besprochenen 





) Diese Zs. Bd. 134, 8. 50 und zwar 64 (1924). — Abschnitt VII. 6. 
in dieser Arbeit. 























38 Karl Josephson, 


Verminderung der Stabilitit der #-Glucosidase bei héheren 
Acidititen. Noch im Optimalgebiet der Anfangsgeschwindigkeit 
fallen die Reaktionskoeffizienten ab, werden aber nach Eintritt 
in den ,,alkalischen“ (rechten) Ast der p,-Kurve konstant. Wir 
sehen also, daB die Aktivitaits-p,-Kurve sich mit dem Fort- 
schritt der Reaktion nach dem alkalischen Gebiet verschieben 
muB. Bei sehr langen Versuchszeiten und kleinen Enzym- 
mengen wiirde vielleicht das p,,-Optimum bei p,, etwa 5 ge- 
funden werden, und auch wiirde man leicht zum Ergebnis 
kommen, dab bei Acidititen unter etwa p,, = 3 die (-Gluco- 
sidase wirkungslos oder nahe wirkungslos auf #-Methylglucosid 
wire. Als richtigen Verlauf der Aktivitéts-p,-Kurve muB aber 
der aus den Anfangsgeschwindigkeiten der Substrat- 
spaltung ermittelte Verlauf der Kurve angesehen werden. 

Die in dieser Weise bestimmten Konzentrationen der 
Wasserstoffionen, wo die §-Glucosidase ihre halbe Wirksamkeit 
bei der Spaltung des 8-Methylglucosids ausiibt, liegen im sauren 
Gebiet bei p,, = 3 und im ,,alkalischen“ Gebiet bei p,, = 6,05. 


2. Aktivitats-p,-Kurve der Salicinspaltung. 


Die zwei Versuchsreihen, beide mit einer Salicinkonzen- 
tration von 1°/,, wurden mit 23 bzw. 46 mg Praparat Z, zu 


Aktivit&its - py -Kurve der Salicinspaltung. 
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Fig. 2. 
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jeder Versuchsmischung von 50 ccm Totalvolumen ausgefirt. 
Puffer und Aciditétsmessung wie bei der #-Methylglucosid- 
spaltung. Die ermittelte Aktivitits-p,-Kurve, in Fig. 2 graphisch 
dargestellt, bestatigt die alteren Angaben des p,,-Optimums (4,4). 

Die Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die halbe 
Wirksamkeit des salicinspaltenden Enzyms gefunden wurde, 
entspricht am sauren Ast der Kurve p,, = 2,65 und am alka- 
lischen Ast der Kurve p,, = 6,22. Der Verlauf des alkalischen 
Kurvenastes wurde also etwas steiler gefunden als nach den 
Angaben von R. Kuhn und H. Sobotka, Sie fanden die 
halbe Wirksamkeit bei p,, ~ 6,8. 


Tabelle 12. 
Aktivitits-p,,-Kurve der Salicinspaltung. 1°/; Salicin. 28mg Priparat 2. 


























Relative 
; Reaktions- 
5 4 
Pu Minuten Drehung k- 10 geschwindig- 
keit 
8,17 0 — 1,00 = 
18 —0,65 63,1 
24 —0,55 63,0 $ 68,2 69 
30 —0,46 68,5 
ao +0,52 _ 
4,20 18 —0,53 89,3 
24 — 0,39 92,9 > 89,9 98 
80 —0,31 81,6 
4,40 18 —0,52 91,6 
24 — 0,39 92,9 ' 91,8 100 
30 — 0,30 89,3 
4,81 18 — 0,53 89,3 
24 —0,40 90,9 } 89,3 98 
30 eae 87,6 
5,28 18 — 0,54 87,0 
30 — 0,82 85,9 
5,60 18 — 0,59 15,8 
24 —0,48 15,8 ¢ 75,8 83 
30 —0,38 15,9 
5,95 18 — 0,67 59,1 
24 — 0,57 60,2 } 60,0 66 
80 —0,48 60,6 
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Tabelle 13. 





Aktivitiits-p_-Kurve der Salicinspaltung. 1 °/, Salicin. 
46 mg Priparat £,. 











PH 


Drehung 


Relative 
Reaktions- 


geschwindig- 


keit 


























2,66 


8,65 


4,10 


4,25 


4,54 


4,80 


5,88 


5,92 


6,68 








(- 0,99) 
—0,98 
— 0,43 
—0,07 
+0,51 


(— 1,00) 
—0,98 








51 


88 


93 


98 


100 


98 


68 


65 


26 
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Tabelle 13 (Fortsetzung). 

















— 
: Reaktions- 
° 4 + * 
Pu Minuten Drehung k+10 geschwindig- 
keit 
1,85 0 (—0,99) - 
21 ~0,98 8,4 
208 ~0,55 7,4 19 48 
1,52 0 (—0,99) sei 
55 —0,92 3,8 
205 —0,72 42441 2,2 
1050 —0,08 4,2 
1,11 0 (—0,99) a 
190 —0,82 2,7 
930 — 0,85 2.6 af if 














3. Aktivitats-p,-Kurve der Helicinspaltung. 


Wie schon erwahnt, haben R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer das Aciditatsoptimum der Helicinspaltung zu p,, = 5,3 
angegeben. Die mit 5,5 mg des Praparates H#, in je 50 ccm 
Versuchslésung bzw. der 10fachen Priparatmenge ausgeftihrten 
Versuche um die Aktivitits-p,-Kurve der Helicinspaltung fest- 
zustellen, stehen im Widerspruch zu dieser Angabe. Die Ver- 
suche wurden mit teils 1-, teils 2°/,igen Helicinlésungen aus- 
gefiihrt. Die Verfolgung der Helicinspaltung geschah polari- 
metrisch. Die Bestimmung der Aciditéten der verschiedenen 
Reaktionsmischungen geschah durch direkte Messung in den 
Reaktionsmischungen. In den Tabellen 15 und 16 sind die 
am Polarimeter nach Aufhebung der Mutarotation abgelesenen 
Drehungswerte usw. mitgeteilt. In der Fig. 3 ist der aus den 
zwei Versuchsreihen erhaltene Verlauf der Aktivitits-p,-Kurve 
wiedergegeben. 

Am alkalischen Ast stimmen die beiden Versuchsreihen 
iiberein. Im sauren Gebiet wurde tatsichlich ein etwas 
steilerer Verlauf der Kurve bei der Anwendung der kleineren 
Substratkonzentration gefunden, was eventuell: durch die 
Affinitatsverminderung in diesem Gebiet erklart werden 
kann. Das Optimum ergibt sich aus beiden Versuchs- 
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reihen in guter Ubereinstimmung mit dem Optimum der 
Salicinspaltung (sowie (-Methylgiucosidspaltung) zu p,, = 4,5. 
Die Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die halbe enzy- 
matische Wirksamkeit gefunden wurde, ergibt sich auch in 

- Ubereinstimmung mit der Salicinspaltung bei p,, = 6,25 am 
alkalischen Ast der Kurve. 


Ny fivibats py -Kurve der Helicinspattung. 


Janne 
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Fig. 3. 








Die groBe Abhnlichkeit der Aktivitaéts-p,-Kurven bei 
der Spaltung der verschiedenen Substrate Salicin und Heli- 
cin geht mit besonderer Deutlichkeit hervor aus den 


Zahlen der folgenden Tab. 14. 


Tabelle 14. 
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: Relative Ge- | §alicin | 100 | 97 | 86 | 68 | 85 | 12 
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: bei der Spal- Hi | , 
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Tabelle 15. 


Aktivitits-p,,-Kurve der Helicinspaltung. 1°/, Helicin. 
5,5 mg Priparat £,. 














k + 10° Reaktion: 
‘ 106 . ions- 
Pu Minuten Drehung K-10 Mittel | geschwindig- 
keit 
3,68 0 — 0,85 - 
23 —0,54 50,5 
40 — 0,37 49,1 49,2 85 
51 — 0,28 48,1 
00 +0,47 ts 
3,82 21 — 0,54 55,4 
38 — 0,38 50,3 51,9 90 
4,11 20 — 0,54 58,1 
36 —0,37 54,5 56,1 97 
45 —0,27 55,8 
4,39 . 20 — 0,53 60,3 
85 —0,37 56,1 57,9 100 
45 — 0,26 57,2 
4,89 20 —0,54 58,1 
36 — 0,36 56,0 57,1 99 
45 — 0,26 57,2 
5,05 20 —- 0,54 58,1 
36 — 0,36 56,0 56,3 97,5 
46 —0,27 54,6 
5,65 26,5 — 0,50 50,5 
41 — 0,37 47,9 49,3 85 
56 — 0,23 49,4 
5,79 32 — 0,48 44,6 
46 — 0,36 43,8 44,5 17 
61 —0,23 45,2 
6,11 38 — 0,53 31,7 
56 — 0,39 33,2 82,0 | 55 
70 — 0,33 81,1 
6,35 60 — 0,44 26,9 
88 — 0,33 24,7 26,0 45 
102,5 = 0,24 26,3 
6,75 81 — 0,48 17,6 
107 — 0,37 18,3 17,9 31 
126 — 0,32 17,7 
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Tabelle 16. 


Aktivitiits-pq-Kurve der Helicinspaltung. 2°/, Helicin. 
55 mg Priparat £,. 








Relative 

k +104 Reaktions- 
Mittel | geschwindig- 
keit 


Pu Minuten | Drehung k + 10¢ 








2,69 0 — 1,69 oe 
6 its 178 
10,5 —0,88 165 169 58 
12,5 —0,70 165 
a0 +0,98 “ne 


3,27 5,5 —0,91 219 
9 —0,57 269 276 86 
11 — 0,36 280 


4,00 5 —0,90 312 
8,5 —0,48 817 315 99 
12 —0,16 317 


4,05 5 — 0,89 816 
8 —0,50 329 321 100 
12 —0,16 817 


4,35 5 —0,89 316 
8,5 —0,47 820 318 100 
12 —0,16 817 





5,16 5 —0,92 302 
: —0,56 806 304 95 
12 —0,20 804 


5,35 5 —0,98 298 
8 —0,60 292 295 92 
12 — 0,28 295 








5,70 6 —0,98 248 
10 —0,56 245 248 17,5 
18 —0,81 250 
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6,23 9 —0,94 | 168 
13 — 0,73 152 154 48 
18 — 0,50 146 









6,54 14 — 1,02 92 
21 —0,75 92 92 28,5 
30 —0,47 91 


7,05 60 —0,70 84 
83 — 0,36 37 ” 11 
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Tabelle 17. 
Aktivitiits-p,-Kurve der Arbutinspaltung. 2°/, Arbutin. 
35,5 mg Priiparat F,. 
a. 
: Anfangs- 
5 ra 
Pu Minuten Drehung k+10 geschwindig- 
keit 
3,76 0 — 1,98 (88) 96 
100 —1,42 82 
180 —1,18 16 
280 —0,83 11 
ao + 1,04 — 
4,01 0 —1,98 (92) 100 
100 —1,40 85 
180 ~t Jt 78 
280 —0,79 15 
4,24 0 —1,98 (92) 100 
100 — 1,40 85 
180 ~ 146 19 
280 — 0,80 14 
4,44 0 — 1,98 (84) 91 
100 —1,44 18 
180 —1,12 17 
280 — 0,84 11 
4,82 0 —1,98 (75) 82 
100 —1,49 70 
180 —1,19 69 
280 —0,94 68 
5,10 0 —1,93 (60) 65 
100 —1,55 59 
190 —1,25 59 
800 —0,98 56 
5,21 0 — 1,98 (55) 60 
100 —1,58 54 
190 —1,29 55 
300 —1,04 52 














4. Die Aktivitats-p,-Kurve der Arbutinspaltung. 


Der HinfluB der Aciditét auf die Geschwindigkeit der 
enzymatischen Spaltung des Arbutins wurde in zwei Versuchs- 
reihen mit 35,5 bzw. 17,8 mg des Praparates Z, in jeder Ver- 
suchsmischung von 50 ccm untersucht. Die Kinstellung der 
verschiedenen Acidititen wurde erreicht durch Zusatz von 
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Tabelle 18. 


Aktivitits-p,-Kurve der Arbutinspaltung. 2°/, Arbutin. 
17,8 mg Priparat L,. 








Relative 
Reaktions- 
geschwindig- 
keit 


Minuten Drehung k-11° 








~1,98 we 
—181 6,9 
~1,70 73 41 
+1,04 = 


—1,40 32,8 
~118 28,4 


—1,38 34,2 
—1,10 29,7 


— 1,93 (42,1) 
pai 1,34 37,0 
— 1,08 82,7 


~1,98 (41,2) 
— 1,84 87,0 
pea 1,01 33,5 


—1,57 21,6 
— 1,82 20,8 


— 1,93 (17,8) 
— 1,68 17,8 
—1,40 17,8 


~ie (18,1) 
— 1,70 18,5 
—1,51 13,8 


— 1,98 (4,6) 
260 — 1,84 5,1) 
650 — 1,68 5,9 


6,7 0 — 1,93 (3,5) 
260 — 1,86 
650 ~ 1,95 4,8 

















Phosphat und Phosphorsaure, die elektrometrische Messung 
der wirklichen Wasserstoffionenkonzentrationen gelingt aber 
nur in den saureren Lésungen. Bei p,-Werten griBer als 
etwa 5 traten nimlich stérende Hinfliisse, wegen der Gegen- 
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wart von Hydrochinon, ein. Wahrend die in saurem Gebiet 
gemessenen p,,-Werte mit den aus der Zusammensetzung des 
Pufferzusatzes berechneten Werten gut iibereinstimmten, war 
dies bei p,, >5 nicht mehr der Fall. Die in den Tabellen 
angegebenen p,,-Werte beziehen sich deshalb auf die in den 
Pufferlésungen bei entsprechender Verdiinnung gemessenen 
Py-Werte. Die wirklichen Konzentrationen der Wasserstoff- 
ionen in den Versuchslésungen dirften aber von diesen Werten 


Aktivitéts ~p,, Kurve der Arbutinspattung 
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Fig. 4. 


nur unwesentlich verschieden sein. Diese Annahme wird auch 
durch den gefundenen kontinuierlichen Verlauf der Aktivitats- 
p,-Kurve gestiitzt. 

Das Optimum wurde bei p, = 3,95—4,25 gefunden, die 
Angabe von Willstatter und Oppenheimer wurde also be- 
stitigt. Die optimale Zone ist in diesem Falle nicht nur nach 
der sauren Seite geriickt, sondern auch weniger breit als im 
Falle der Salicin- und Helicinspaltung. Die halbe Wirk- 
samkeit des arbutinspaltenden Enzyms dirfte im sauren Ge- 
biet wie bei der -Methylglucosidspaltung bei etwa p, = 8 
liegen, liegt aber am alkalischen Ast der Kurve (Fig. 4) bei 
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p, = 5,43 und ist also gegen die #-Methylglucosidspaltung 
um etwa 0,6 und gegen die Salicin- und Helicinspaltung um 
etwa 0,8 p,-Hinheiten nach der sauren Seite verschoben. 


VIL. Die Aktivitats-[S]-Kurven der (-Glucosidspaltungen. 
Affinitat zwischen der (-Glucosidase und ihren Substraten. 


1, Die Enzym-Substratverbindung. 


Wie bei der nichtenzymatischen Katalyse, wo man ja 
nunmehr die Annahme gemacht hat, daB der Katalysator sich 
mit dem Substrat zu einer besonders reaktionsfaihigen Molekiil- 
art verbindet, sucht man auch die Enzymreaktionen in der 
Art zu erklaren, daB die Enzyme mit ihren Substraten unter 
Bildung einer intermediiren Enzym-Substratverbindung in 
Reaktion treten. Nach dieser Auffassung der Enzymreaktionen, 
welche von verschiedenen Seiten schon lingerer Zeit diskutiert 
worden ist, wire also die Konzentration sowie die Bildungs- 
und Zerfallsgeschwindigkeit dieser reaktionsvermittelnden Enzym- 
Substratverbindungen fiir die Geschwindigkeit der Reaktion 
maBgebend.') 

Wenn also die meisten Forscher in der Annahme von 
Enzym-Substratverbindungen iibereinstimmen, sind iiber die 
Natur dieser Verbindungen zwischen Enzym und Sub- 
strat und iiber die Gesetze, welche die Vereinigung der 
letzteren regeln, verschiedene Anschauungen geauBert worden. 

Einige Forscher, wie V. Henri’), W. M. Bayliss), 





1) Hiervon abweichende Anschauungen haben R. O. Herzog [Diese 
Zs. Bd. 41, 8. 416 (1904)] u. H. P. Barendrecht [Zs. physik, Chem. 
Bd, 49, S. 456 (1904); Bd. 54, S. 857 (1906); Biochem. Zs. Bd. 151, 8. 368 
(1924)] mitgeteilt. Wiahrend R. O. Herzog annahm, da8 die Reaktions- 
geschwindigkeiten bei enzymatischen Reaktionen hauptsichlich von 
Diffusionsgeschwindigkeiten bestimmt sein sollte, sucht H. P. Baren- 
drecht die Wirkung der Enzyme auf eine besondere Strahlung der- 
selben zuriickzuftihren. [Vgl. Petri, Atti Reale Accad. die Lincei, Rend. 
Bd. 31, S. 50 (1922); Chem. Zbl. Bd. 1, §. 1872 (1923)]. 

*) V. Henri, Zs. physik. Chem. Bd. 51, 8. 19 (1905) und zwar S. 32. 

*) W. M. Bayliss, Biochem. Jl. Bd. 1, 8.175 (1906) und zwar 
S. 222ff.; Proc. Roy. Soc. Bd. 84, S. 81 (1911); The Nature of Enzyme 
Action, 3, Ed., 8. 107 ff. (1914). 
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H. E. Armstrong’), G. 8S. Hedin?) J.M.Nelson’), E. Abder- 
halden und A. Fodor‘), haben die Enzym-Substratverbin- 
dungen als Adsorptionsverbindungen betrachtet, gebildet durch 
spezifische oder allgemeine [(A. Fodor®), EK. Abderhalden und 
H. Handovsky®)] Adsorptionskrafte, und haben teilweise auch 
an diese Vorstellungen besondere kolloidchemische Gesichts- 
punkte gekniipft. Nach diesen Anschauungen sind also die 
Gleichgewichte zwischen Enzymen und Substraten Adsorptions- 
gleichgewichte”) und die Konzentration der reaktionsvermit- 
telnden Molekiile soll durch den Adsorptionsgrad bestimmt sein. 

Wahrend also diese Forscher die Aktivitats-[§]-Kurve 
als eine Adsorptionsisotherme betrachten, hat man auf der 
anderen Seite gesucht diese Kurve, welche die Beziehung 
zwischen Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit 
wiedergibt, als eine Dissoziationsrestkurve zu betrachten. 
Dabei sucht man also das Gleichgewicht zwischen Enzym und 
Substrat in ahnlicher Weise wie bei gewéhnlichen chemischen 
Gleichgewichten zwischen in echten homogenen Lisungen be- 
findlichen miteinander reaktionsfahigen Stoffen als durch das 
Massenwirkungsgesetz (in seiner einfachsten Form) ge- 
regelt zu erkliren. 

Von dlteren Forschern, welche solche Versuche iiber die 
Abhingigkeit der Enzymwirkungen von der Substratkonzen- 
tration mitgeteilt haben, oder welche Versuche und Erwigungen 
iiber die Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes bei Enzym- 





) H.E. Armstrong, M.S. Benjamin u. E. Horton, Proce. Roy. 
Soc. Bd. 86, S. 328 (1918). 

%) G. 8. Hedin, Grundz. d. Physik. Chem. in ihrer Bezieh. z. Biol. 
1916, 2. Aufl. (1924). 

%) J. M. Nelson u. W. C. Vosburgh, Jl. Amer. Chem. Soc. 
Bd. 89, S. 790 (1917). : 

‘) E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentf. 1—4 (1916/20). 

5) A. Fodor, Fermentf. Bd. 3, 8. 198 (1919); Bd. 4, S. 209 (1920) 
Das Fermentprobl. 1922. 
®) E. Abderhalden u. H. Handovsky, Fermentf. Bd. 4, 8. 316 
(1920/21). 7 

7) Vgl. W. Lewis, A system of physical Chemistry, 2. Ed. 1923, 
Vol. 1, p. 461. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVII. 4 
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reaktionen in verschiedenen Richtungen diskutiert haben, seien 
hier erwihnt M. Barth’), E. Duclaux?), C. O’Sullivan und 
Tompson’), J.H. Kastle und A.S. Loevenhart4), V. Henri, 
M. Bodenstein®), A. Brown’), H. Brown und Glendinning.®) 
Indessen haben diese Forscher die eventuelle scheinbare Nicht- 
giltigkeit des Massenwirkungsgesetzes teilweise durch Ein- 
fihrung besonderer mathematischen Formulierungen oder durch 
mehr prazisierte Vorstellungen tiber spezielle Verhiltnisse, wie 
Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrates 
oder Hemmungen (durch Substrat und Spaltungsprodukte) zu 
erklaren gesucht. In Arbeiten von G. Senter’), A. Bach? 
EK. F. Armstrong?) wird auch die Giiltigkeit des Massen- 
wirkungsgesetzes bei gewissen Enzymreaktionen besprochen. 

Wenn auch V. Henri sich fir die ,,Adsorptionstheorie“ 
anstatt fiir die, nach der Auffassung des Verfassers, plausiblere 
,»Dissoziationstheorie* ausgesprochen hat}*), muB er, wie auch 
K. F. Armstrong”), vielleicht als ein Vorginger fiir die neueren 





1) M. Barth, Chem, Ber. Bd. 11, 8. 474 (1878) und zwar S, 481. 

*) E. Duclaux, Chimie Biologique, Paris 1883, S. 157ff.; Traité 
de Microbiologie II. Paris 1899, S. 129 ff. 

*) C.O’Sullivan und Tompson, Jl. Chem. Soc. Bd. 57, 8S. 843 
(1890). 

*) J. H. Kastleu. A.S. Loevenhart, Amer. Chem. Journ. Bd. 24, 
S. 491 (1900). 

5) V. Henri, Thése, Paris 1903. Vgl. a.a.0., Zs. physik. Chem. 
Bd. 51, 8. 19 (1905) und zwar S. 82. 

*) M. Bodenstein, siehe V. Henri, Thése, S. 77. 

") A. Brown, Jl. Chem. Soc. Bd. 81, S. 878 (1902). 

8) H. Brown und Glendinning, Jl. Chem. Soe. Bd. 81, 8. 888 
(1902). 

%) G. Senter, Zs. physik. Chem. Bd. 44, S. 257 (1908); Bd. 51, 8. 673 
(1905). 

1”) A. Bach, Chem. Ber. Bd.37, 8.8785 (1904); Bd. 88, S. 1878 (1905). 

il) E. F. Armstrong, Proce. Roy. Soc. [B] Bd. 73, 8. 500, 516 (1904). 

12) V. Henri, Zs. physik. Chem. Bd. 51, 8. 19 (1905) und zwar S. 32. 

18) Man vgl. z. B. Proc. Roy. Soc. Bd. 73, 8. 500 (1904) und zwar 
S. 512: ,,On the hypothesis that the enzyme combives with the sugar, 
the active mass of the sugar will be that portion s of the whole S which 
is in combination with an amount of enzyme e; it will be convenient 
to speak of the combination s + e as the active system“. 
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Entwicklungen der Theorie durch L. Michaelis hier besonders 
erwibnt werden. 

Es ist besonders im Falle des rohrzucker- und raffinose- 
spaltenden Enzyms, sowie betreffs einiger enzymatischen Glu- 
cosidspaltungen gelungen, diese letztere Betrachtungsweise mit 
groBem Erfolg durchzufiihren.') Die ersten exakten grund- 
legenden Messungen von L. Michaelis und M. Menten?) iiber 
die GréBe der Affinitatskrafte zwischen Saccharase und Rohr- 
zucker, sowie die Spaltungsprodukte desselben sind nunmehr 
als klassisch zu betrachten.*) Spaiter wurden ahnliche Unter- 
suchungen im hiesigen Laboratorium von H. vy. Euler und 
I. Laurin‘) auch betreffs Saccharase begonnen. 

Von erheblichem Interesse sind die neueren Ergebnisse, 
zu welchen R. Kuhn) in Willstatters Laboratorium beim 
Vergleich der Affinitiiten verschiedener Saccharasen zu den 
heiden Substraten Rohrzucker und Raffinose gekommen ist, 
Zwar findet er bei Saccharasen verschiedener Herkunft die 
absoluten Betrige der GréBe der Affinititen verschieden, und 
zwar sowohl zu Raffinose als zu Saccharose (die Verschieden- 
heiten, welche zwischen Michaelis und Mentens Zahlen einer- 
seits und Euler und Laurins andererseits bestehen, also be- 
stitigend). Immerhin zeigen diese Untersuchungen, teils daB bei 
Steigerung des Reinheitsgrades der Enzympriparate die Affini- 
taten ihre GriéBen beibehielten, teils daB das Verhaltnis der beiden 
Affinititen zu Rohrzucker und Raffinose in allen Fallen innerhalb 


der Fehlergrenzen konstant war (namlich Ky: Ki = 16:1). Diese 
Resultate konnte Verfasser®) bestaitigen und noch erweitern in 
der Hinsicht, daB unter Zugrundelegung desselben Verhilt- 
nisses zwischen den Affinititen des Enzyms zu Saccharose und 





1) Man vgl. doch die bemerkenswerten Arbeiten von J. Northrop 
iiber Pepsin und Trypsin, Jl. Gen. Physiol. 2—6 (1920/24). 

*) L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs, Bd. 49, 8. 333 (1918), 

*) Ahnliche Versuche betr. o-Glucosidase haben P. Rona n. Mi- 
chaelis mitgeteilt; Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 148 (1918); Bd. 60, S. 62 (1914). 

‘) H, v. Euler u. I. Laurin, Diese Zs. Bd. 110, 8. 55 (1920). 

5) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1923). 

*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, 8. 62 (1924). 
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Raffinose wie bei den von Kuhn untersuchten Enzympriparaten 
dieselben Affinitétskonstanten zwischen der Raffinase und 
den verschiedenen Formen der Glucose (sowie der Gleich- 
gewichtsform der Fructose) wie zwischen der Saccharase und 
der Glucose (Fructose) sich berechnen lassen. Wir werden 
diese Versuche noch spiter diskutieren. 

Bei der Untersuchung verschiedener Emulsinpriparate 
beziiglich ihrer quantitativen Wirkung bei der Spaltung von 
&-Methylglucosid, Salicin, f-Phenylglucosid konnten R. Will- 
stitter, R. Kuhn und H. Sobotka‘) wahrscheinlich machen, 
daB diese Glucoside durch eine gemeinsame f-Glucosidase ge- 
spalten werden, Die Verschiedenheiten in den Zeitwert- 
quotienten lieBen sich in dhnlicher Weise wie im Falle Rohr- 
zucker—Raffinose durch Verschiedenheiten in den Affinitats- 
verhaltnissen (die verschiedene relative Spezifitit) der @-Glu- 
cosidase zum groBen Teil erkliren. 

Ahnliche Resultate wurden auch von R. Willstitter, 
R. Kuhn und H. Sobotka?) bei der quantitativen Analyse der 
relativen Spezifitit der Maltase- und «-Glucosidasewirkung 
verschiedener Hefeausziige gefunden. 

Wir sehen also, da8 die Grundlagen der Betrachtungsweise, 
daB das Gleichgewicht zwischen Enzym, Substrat und Reaktions- 
produkten durch eine Gleichgewichtskonstante ausdriickbar 
ist’), in den letzteren Jahren einer vielseitigen Prifung unterzogen 
worden sind. Die Ergebnisse der Forschung zeigen mit ge- 
niigender Schirfe die groBe Fruchtbarkeit dieser Betrachtungs- 
weise. Die Resultate und Schlubfolgerungen, welche aus der 
vorliegenden Arbeit gezogen werden kénnen, diirften geeignet 
sein, weitere Stiitze und Erweiterungen unserer Kenntnisse im 
vorliegenden Gebiet geben zu kénnen. 








1) R. Willstatter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 88 (1928). 

*) R. Willstatter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 184, 
S. 224 (1928/24). 

8) Siehe hierzu auch L. Michaelis, Biochem. Zs. Bd. 115, 8. 269 
(1921); Koll.-Zs. Bd. 831, S. 246 (1922) weg zwar S. 251; R. Kuhn, Diese 
Zs. Bd. 125, 8. 1 (1928). 
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Zu dem obenstehenden Riickblick wollen wir hier, bevor 
wir die neuen Versuche beschreiben, noch folgendes tiber die 
Auffassung der Enzym-Substratverbindung als reaktionsvermit- 
telndes Molekiil betonen. 

Da die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion ab- 
hangig sein mu8 von 

1. der Geschwindigkeit der Bildung der Enzym-Substrat- 
verbindung °), 

2. der jeweiligen Konzentration der Enzym-Substratverbin- 
dung (bestimmt auBer von 1. und 3. von der Affinitat 
zwischen Enzym und Substrat); 

3. der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substratverbin- 
dung, 

so ist die Messung einer bestimmten Affinitatskonstante 
dieser Enzym-Substratverbindung durch kinetische Versuche, wie 
es in den erwahnten Arbeiten und in dieser Arbeit geschehen 
wird, nur dann méglich, wenn die Geschwindigkeit der Bildung 
der Enzym-Substratverbindung groB im Verhiltnis zu der Zer- 
fallsgeschwindigkeit derselben ist, Wenn die Geschwindigkeit 
der Bildung dieses reaktionsvermittelnden Molekiils aus dem 
freien Enzym und dem freien Substrat von gleicher oder ahn- 
licher GréBe wie die Zerfallsgeschwindigkeit desselben sein 
wiirde, waren unsere Versuche, die Affinitét zwischen Enzym 
und Substrat auf diesem Wege zu berechnen verfehlt. 

Was nun die Geschwindigkeit der Bildung der Enzym- 
Substratverbindung betrifft, hat man bei den hier besprochenen 
Enzymen (Carbohydrasen) diese Geschwindigkeit nicht zeitlich 
verfolgen kénnen: Die Geschwindigkeit der Enzymreaktion 
scheint schon nach einer sehr kurzen, nicht meBbaren Zeit 
nach dem Zusammentreten des Enzyms und Substrats mit 
voller Starke ausgebildet zu sein. 





1} Im System Urease-Harnstoff haben D. D. van Slyke und 
G. E. Cullen [Jl. of Biol. Chem. Bd. 19, 8. 141 (1914)] eine Reaktions- 
gleichung aufgestellt unter der Annahme, da8 die Vereinigung von Enzym 
und Substrat zeitlich meBbar ist. Zu einer formell ahnlichen Gleichung 
kann man aber auch unter Annahmen, welche sich auf die Affinitéten 
zu Substrat und Spaltungsprodukten bezieht, gelangen. 
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Was die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat- 
verbindung betrifft, kénnen wir unsere Vorstellungen tiber die 
Art des Zerfalls naher priazisieren; in vielen Arbeiten hat man 
aber diese wichtige Frage nicht zur Diskussion gebracht. 


Am meisten prazisiert und klar zu iiberblicken diirften 
die Anschauungen sein, welche H. v. Euler und K. Joseph- 
son) beziiglich der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse in 
nahem AnschluB an die von H. v. Euler?) entwickelten Vor- 
stellungen der nichtenzymatischen Saurekatalysen mitgeteilt 
haben. 


Nach dieser, natiirlich sehr hypothetischen, Auffassung 
wird die Enzym-Substratverbindung, deren Affinititskonstante 
der Messung zuginglich ist, als reaktionsvermittelndes 
Molekil erster Ordnung (R.v. M. 1.) betrachtet. Diese 
Molekiilart (Enzym-Substratverbindung) lagert sich mit einer 
beschriankten Geschwindigkeit in eine andere Form um, nam- 
lich das reaktionsvermittelnde Molekil zweiter Ord- 
nung (R. v. M. I). Diese Molekilart ist viel weniger stabil 
als das R. v. M. 1. und zerfallt deshalb rasch oder lagert sich 
in ein reaktionsvermittelndes Molekiil noch héherer Ordnung 
um, welches dann unter gleichzeitiger Spaltung des Substrates 
zerfallt. 

Die Konzentrationen der reaktionsvermittelnden Molekiile 
zweiter und hdherer Ordnung sind also nur Bruchteile der 
Konzentration der R. v. M. I. (Enzym-Substratverbindungen). 


Wie man sich den Ubergang von R. v. M.I in R. v. M. II 
denken kann unter Mitwirkung der einen oder anderen Gruppe 





1) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 138, S. 279 (1924); 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 4 (1924); H. v. Euler, K. Myr- 
back u. E. Rudberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 28 (1928). 


*) H. v. Euler, Zs. physik. Chem. Bd. 36, S. 641 (1901); H. v. Euler 
und E. Rudberg, Zs. anorg, u. allg. Chem. Bd. 127, 8. 244 (1928); Zs. fiir 
Physik, Bd. 16, S. 54 (1923). Vgl. auch H.v. Euler u. 1. Laurin, Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7, Nr. 30 (1920); H. v. Euler u. O. Svanberg, 
Diese Zs. Bd. 115, §. 189 (1921); K. G. Karlsson, Zs. anorg. u. allg. 
Chem. Bd. 119, S. 68 (1921); Bd. 145, S. 1 (1925). 
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oder Bestandteil des Enzymkomplexes soll nicht hier diskutiert 
werden.’) 

Wir werden aber spater sehen, daB bei der Diskussion 
der theoretischen Erklirungen anderer Kigenschaften der Enzym- 
Substratverbindung sowie der Verhaltnisse bei dem Zerfall der- 
selben (Reaktionsmechanismus) diese Betrachtungsweise als eine 
exakter prizisierte Grundlage von Nutzen sein kann, so z. B. bei 
der Erklarung der verschiedenartigen Hemmungserscheinungen 
bei den Enzymreaktionen. 

Gegen die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes zu 
quantitativen Berechnungen bei enzymatischen Reaktionen und 
besonders gegen die Berechnung einer Affinitatskonstante der 
Enzym-Substratverbindung hat 8. G. Hedin?) noch in letzterer 
Zeit Kritik erhoben. Da diese Kritik nun in priziser Formu- 
lierung vorliegt, lassen sich die Einwinde Hedins in der Tat 
leicht erledigen, wie unten gezeigt wird, wenn man nur die 
tatsichlichen Verhiltnisse beriicksichtigt. 

Wenn mit Hedin die folgenden Bezeichnungen eingefiihrt 
werden: 

a = gesamte Knzymmenge, 
b = gesamte Substratmenge, 
x = Konzentration der Enzym-Substratverbindung, 
fordert das Massenwirkungsgesetz 
(a—z)(6—2z)= Kz, (1) 
wobei K, die Dissoziationskonstante der Enzym-Substratver- 
bindung ist. Bei Anwendung der nfachen Enzymmenge wird 
a also n-a und bei strenger Giiltigkeit von Proportionalitat 
zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit wiirde 
statt z,n-z in die Formel einzusetzen sein. Wir erhalten also 
nach Hedin | 
(na—nx)(b—nz) = Ky-nz. (2) 


1) Siehe hierzu die zitierten Arbeiten von H. v. Euler u. K. Jo- 
sephson, sowie H.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 13 
(1924); diese Zs. Bd. 1438, S. 79 (1925). Vgl. auch E. F. Armstrong u. 
H. E. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 86, S. 561 (1913). 

*) §.G. Hedin, Grundziige der Physikalischen Chemie in ihrer 
Beziehung zur Biologie, 2. Aufl., 1924, S. 151. Vgl. diese Zs. Bd. 146, 
S. 122 (1925). 
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Durch Division von (1) mit (2) ergibt sich 

b—ax K, 

i-se (9) 
und nur bein = 1 kénnte also K, = KX, sein. Hedin schlieBt 
hieraus, dab, wenn bei einer gewissen Enzymkonzentration das 
Massenwirkungsgesetz in der oben angegebenen Form (1) gilt 
und Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Reaktions- 
geschwindigkeit besteht, bei keiner anderen Enzymkonzen- 
tration K = K, valandan werden kann. 

Nun ist aber bei den Bestimmungen von X (wenigstens 
bei den hier besprochenen Carbohydrasen) 6 im allgemeinen 
von der GréBenordnung 10~!—10~*, So groBe Verdiinnungen 
des Substrates wie 10~° (also z. B. 0,001 n-Rohrzuckerlésung) 
dirften sehr selten untersucht werden kénnen. Uber die GréBen- 
ordnung van a und somit von zx (x mu8 ja immer ein Bruch- 
teil von a@ sein) wissen wir noch nichts Bestimmtes. Es diirfte 
aber als wahrscheinlich angesehen werden kénnen, dab a und 
x sehr klein sein miissen.’) Im folgenden wollen wir von der 
Annahme ausgehen, daB bei zwei Bestimmungen von K die 
molare Konzentration der Enzym-Substratverbindung 10~" bzw. 
10-* betrigt. Unter Anwendung dieser Werte von zx bei den 
2 Versuchen und unter Annahme des extremen Wertes 5 = 1073 
nimmt also die von Hedin geforderte Beziehung (3) die fol- 
gende Gestalt an: 

10-°- 107" =X, 

10-*— 107° § K, 
oder K,/K, = 1,001. Auch in dieser extremen Verdiinnung 
des Substrates sollte also —- unter der Voraussetzung von 
strenger Giiltigkeit der Proportionalitét von Enzymmenge 
und Enzym-Substratverbindung — der Wert von XK bei Ver- 
zebnfachung der Enzymmenge sich nur mit 0,1°/, andern. Die 
habit mit welcher K zu bestimmen ist, diirfte aber 





1) Siehe hierzu z. B. H. v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil. 3. Aufl. 
1925, 8.1738. Schon die Gilltigkeit des Enzymzeitgesetzes (Hedin) 
diirfte, von diesem Standpunkt betrachtet, mit Notwendigkeit eine im 
Verhiltnis zur Konzentration des Substrates sehr geringe Enzymkonzen- 
tration fordern. Vgl. auch S. 89. 
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keineswegs so groB sein. KX ist nimlich kaum genauer als auf 
etwa 5°/, zu bestimmen. 

Wir sehen also, daB sich bei nicht allzu groBen Enzym- 
konzentrationen eine Affinititskonstante auch bei verschie- 
denen Enzymkonzentrationen berechnen la8t. Wir miissen 
aber dabei nicht vergessen, daB gerade bei héheren Enzym- 
konzenirationen die Proportionalitit zwischen Enzymmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr besteht. Sehr groBe 
Enzymmengen eignen sich aber zur Priifung der Enzymkinetik 
ebensowenig wie bei Siurekatalysen gréBere Katalysatorkonzen- 
trationen bei quantitativen Studien geeignet sind. 





Beziiglich der Versuchsmethodik bei den Affinitatsmessun- 
gen und beziiglich der Berechnung der Dissoziationskonstanten 
und Affinititskonstanten kann ich auf die schon zitierten Ar- 
beiten von L. Michaelis und M. Menten, H.v. Euler und 
I, Laurin sowie von H. v. Euler und K. Myrbaick?) und des 
Verfassers*) hinweisen. Bei der Berechnung der Versuche 
wurden allerdings die von Michaelis und Menten, Euler 
und Laurin, sowie von R. Willstatter und Mitarbeitern be- 
nutzten Aktivitits-pg-Kurven nicht verwendet, sondern die aus 
den Versuchsdaten graphisch konstruierten Aktivitits-[$]-Kurven. 
Aus dem Verlauf dieser Kurven wurde durch Probieren die 
theoretische Maximalgeschwindigkeit (bei dissoziationsfreier 
Bindung zwischen Enzym und Substrat) ausgewahlt, an welche 
sich die Aktivitaits-[§]-Kurve asymptotisch nahern sollte, wenn 
bei den héheren Substratkonzentrationen Abweichungen, bedingt 
durch Anderung der osmotischen Verhiltnisse und Hemmungs- 
erscheinungen, nicht vorhanden waren, Es wurden dann aus 
einigen (4—6) Substratkonzentrationen im mittleren Teil der 
Kurve die entsprechenden Ordinaten an der Kurve bestimmt 
und Einzelwerte der Dissoziationskonstante der Enzym-Substrat- 
verbindung wurden berechnet aus der Beziehung 

K,, =< y ¢. [8] a 


1) H. v. Euler u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 124, 8. 159 (1923). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, 8. 50 (1924). 
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a = theoretische Maximalordinate, y = Ordinate der Kurve bei 
Substratkonzentration [S]. Die aus jeder Versuchsreihe er- 
mittelten Werte sind also in dieser Weise erhaltene Mittel- 
werte. 

In der zitierten Arbeit von H. v. Euler und K.Myrback 
sind in den Figuren die Konzentration des Substrats, wo die 
halbe experimentell festgestellte Maximalgeschwindigkeit ge- 
funden wurde, besonders markiert. Es muB aber dazu be- 
merkt werden, daB diese Substratkonzentration nicht die Disso- 
ziationskonstante der EKnzym-Substratverbindung darstellt. 
‘Wegen der oben besprochenen Abweichungen der Aktivitits- 
[S]-Kurven bei den héheren Substratkonzentrationen von der 
theoretischen Dissoziationsrestkurve, wodurch der obere Teil 
der Kurve in der Tat sich nicht asymptotisch an eine Gerade 
nihert, sondern zuerst parallel mit einer solchen Geraden ver- 
liuft und dann bei noch hdheren Substratkonzentrationen 
wieder zuriickgeht, fallen die so experimentell bestimmten Kon- 
zentrationen der halben Wirksamkeit nicht zusammen mit der 
theoretischen, der halben Dissoziation der Enzym-Substrat- 
verbindung entsprechenden Substratkonzentration, welche als 
Wert der Dissoziationskonstante gesetzt werden kann. 


2. Die Aktivitits-[8]-Kurve der #-Methylglucosid- 
spaltung. 

Der EinfiuB der Substratkonzentration auf die Geschwindig- 
keit der enzymatischen Spaltung des $-Methylglucosids wurde 
bei optimaler Aciditat (p,, = 4,4) in einer Versuchsreihe mit 
138 mg des Praparates #, in jeder Versuchsmischung von 
50 com Totalvolumen untersucht. In Ubereinstimmung mit 
den Ergebnissen von R. Willstatter, R. Kuhn und H. So- 
botka wurde gefunden, daB die Abnahme der nach der Formel 
fiir monomolekulare Reaktionen berechneten Reaktionskoeffi- 
zienten bei Erhéhung der Substratkonzentration im untersuchten 
Konzentrationsgebiet ziemlich langsam verlaiuft, also auf eine 
schwache Affinitét zwischen Enzym und Substrat deutend. 
Die Berechnung der Dissoziationskonstante der §-Glucosidase- 
8-Methylglucosidverbindung ergab den Wert KX, = 0,71. Affi- 
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nitiitskonstante also Ky = 1,4. Die Verbindung zwischen Enzym 
und Substrat ist also in diesem Falle noch in 0,7 normaler 
Lésung des Substrats zur Hialfte dissoziiert. 

Die Versuchsdaten finden sich in der Tab. 19, und die 
graphische Darstellung der Aktivitits-[8]-Kurve ist in Fig. 5 
(S. 60) wiedergegeben. 


Tabelle 19. 


Einflu8 der Glucosidkonzentration bei der Spaltung des 6-Methylglucosids. 
Affinitiit zu 6-Methylglucosid. 138 mg Priparat EZ, in 50 cem. 














Konzentration 
des $-Methyl- | Minuten Drehung k+10° k+10°-[S] 
glucosids [S] 
0,047 n. 0 —0,45 ae 
230 —0,16 56,6 
260 ~0,18 56,2 56,4 2,65 
oo +0,67 — 
0,090 n. 0 — 0,86 es 
220 0,41 46,6 
260 ~0,34 46,5 ti “78 
a0 +1,28 = 
0,180 n. 0 ~1,71 ie 
210 ~0,91 43,0 
260 ~0,77 41,6 42,8 108 
ve % 42,55 ps 
0,280 n. 0 — 2,57 — 
200 1,47 40,9 
260 ~ 1,28 39,2 #0;1 i 
0,875 nu. 0 ir, 3,43 wp seus! 
200 2,06 38,0 
260 ~1.71 36,1 87,1 13,9 
oo +5,11 a 
0,475 n. 0 — 4,32 ws 
200 — 2,72 35,0 
260 2:39 83,0 84,0 16,3 
co + 6,44 oo 
0,620 n. 0 —5,62 os 
150 —4,16 31,9 
200 —3,76 81,0 +5 a 
oo +8,38 x 














8. Die Aktivitats-[S]-Kurve der Salicinspaltung. 

Mit dem Praparat #, wurden drei Versuchsreihen aus- 
gefihrt bei optimaler Aciditait (p, = 4,4) um die Aktivitats-[S}- 
Kurve der Salicinspaltung und die Affinitéit zwischen Salicin 
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und der #-Glucosidase festzustellen. In 50 ccm Totalvolumen 
wurden bei zwei Versuchsreihen je 18,2 mg Praparat und bei 


Aktivitdts -£5)-Kurve der 8 ~Methylglukosidspaltung, 
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einer Versuchsreihe 46 mg Praparat in jeder Versuchsmischung 
benutzt. In Ubereinstimmung mit den in Abschnitt V mit- 
geteilten orientierenden Versuchen wurde gefunden, daB bei 
Substratkonzentrationen tiber etwa 0,07n. (2°/,) Salicin das 
Produkt Substratkonzentration mal Reaktionskoeffizient erster 
Ordnung sich nur unbedeutend dnderte. 

Die drei Versuchsreihen geben tibereinstimmend die Werte 
33, 33, 36 fir die Affinitatskonstante der Salicin-@-Glucosidase- 
verbindung (Tab. 21—23, Fig. 6—8). Unter Mitrechnung des 
unter Anwendung des Praparates H, bei optimaler Aciditit 
gefundenen Wertes Ky = 32 (Tab. 32, Fig. 14) ergibt sich also 
im Mittel der Wert Ky = 33 und K, = 1/Ky=90,30. Dieser 
aus vier sehr gut iibereinstimmenden Versuchsreihen ermittelte 
Wert wurde als Grundlage zur Berechnung einer Reihe Affinitats- 
konstanten und Hemmungen durch verschiedene Spaltungs- 
produkte der Glucoside benutzt. 

Die Affinitit der jetzt untersuchten Priparate aus bitteren 
Mandeln ist nahe gleich der Affinitét, welche das von R. Will- 
stitter, R. Kuhn und H. Sobotka untersuchte Priparat aus 
bitteren Mandeln gegen Salicin zeigte, nimlich entsprechend 
K,, = 0,035; Ky = 29. 

Die Angaben der genannten Autoren, daB ,,weit mehr als 
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im System Saccharase—Rohrzucker bei der Spaltung der -Gluco- 
side der Parameter der Aktivitiits-pg-Kurve abhingig von der 
Menge des Enzymmaterials“ sein sollte, werden durch meine 
Versuche nicht bestitigt. R. Willstatter, R. Kuhn und 
H. Sobotka glauben ,,aus dem Verhialtnis der Reaktions- 
konstanten, die in nur 0,0187 und 0,044n-Lésungen bei An- 
wendung der Aprikosenkerne“ gefunden waren, die folgenden 
Werte berechnen zu kénnen, namlich fir 
2mg Enzym Kg, = 0,022 
10mg Enzym Kg,, = 0,033 
Als Beleg meiner Ansicht, daB die Genauigkeit der Be- 
rechnungen von R. Willstitter, R. Kuhn und H. Sobotka 
nicht durchaus befriedigt sind, und da8 die nach den Tabellen 
dieser Autoren zufolge augenscheinlich gute Ubereinstimmung 
zwischen Berechnung und Theorie in vielen Fallen nur scheinbar 
ist, mégen die folgenden Ausziige und Neuberechnungen einiger 
Daten aus der besprochenen Arbeit hier wiedergegeben werden. 


Tabelle 20. 


Auszug aus den Tabb. 5 und 6 in der Arbeit von R. Willstatter, 
R. Kuhn und H. Sobotka. 














Gey Ks Vaasa 
Saskia. weenie et St 
af 4 se 





Drehun 3- k- 10° ke 10° 
Enzym- | [Sal.] | Zeit | Drehung ate 8®"! (vom Ver-|(nach den 
material | (4,) | Min. (°) munasme | fasser neu zit. 
) berechnet)} Autoren) 
Tab. 5 0,0972; O | —7,04 —_ _ 201 
Aprikosen- |(10,72) | 85 | -6,625 | 0,415 202 
een 230 | —6,08 0,96 177 
380 | —5,63 1,41 161 
0,0461) 0 | —3,39 on ae 318 
(5,815)} 85 | —3,105 | 0,285 282 
230 | —2,655 | 0,785 281 
381 — 2,305 1,085) 260 
Tab.6 | 0,101 o | —1,85 isis se 615 
Priparat d((11,17) | 10 | —7,17 | 0,18 706 
aia’ when 26 | ~6,94 0,41 625 
Mandeln 62 | —6,72 0,68 407 
0,0514 0 | -—3,78 — —_ 1160 
(5,72) | 10 | —3,63 0,15 1154 
25 | —3,41 0,37 1162 
60 | —3,20 0,58 174 

















1) Im Original steht der fehlerhafte Wert 1,095. 
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Tabelle 21. 


Karl Josephson, 





Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
18,4 mg Préparat HZ, in 50 ccm. 


Affinitéit zu Salicin. 














Pye 
Konzentration . Drehungs- nfangs- 
des Salicins Minuten Dribang andarang Ps: 
keit 
0,0086 n. 0 (—0,24) — 9 
0,5 — 0,24 ane 
15 —0,14 0,10 
26 —0,09 0,15 
a +0,12 0,86 
0,0115 n. 0 (—0,32) — 13 
0,5 — 0,82 ane 
15 —0,18 0,14 
26 — 0,10 0,22 
a +0,17 0,49 
0,0150 n. 0 (—0,42) se 15 
0,5 —0,41 von 
15 —0,26 0,16 
26 —0,16 0,26 
oo +0,22 0,64 
0,0295 n. 0 (0,82) lose 26 
0,5 —0,81 - 
13 — 0,55 0,27 
21 — 0,42 0,40 
co +0,42 1,24 
0,0488 n, 0 (—1,21) ue 31,5 
0,5 —1,20 ae 
14 —0,88 0,38 
21 —0,72 0,49 
wo +0,62 1,83 
0,0526 n. 0 (— 1,45) sine b4 
0,5 —1,44 wai 
15 — 1,08 0,37 
30 — 0,76 0,69 
00 +0,75 2,20 
0,0724 n. 0 (— 2,01) _ 38 
0,5 — 2,00 _ 
15 —1,58 0,48 
30 —1,19 0,84 
oo + 1,04 3,05 
0,111 n. 0 (—3,01) -- 40 
0,5 —8,00 — 
16 — 2,55 0,46 
30 — 2,15 0,86 
oo + 1,55 4,56 
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Tabelle 22. 


Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. Affinitit 
zu Salicin. 184mg Priparat HL, in 50cem. Sistierung mit 10 cem 




















Sodalésung. 
K Dreh xatome 
onzentration ; rehungs- ‘angs- 
des Salicins actos Drehung andar Pe 
keit 
0,0094 n. 0 (—0,21) ot 9 
0,5 —0,21 we 
15 ~ 0,18 0,08 
25 — 0,10 0,11 
wo +0,11 0,32 
0,0122 n. 0 (—0,27) ~ 10,5 
0,5 -- 0,27 en 
15 —0,17 0,10 
25 ~ O31 0,16 
00 +0,14 0,41 
0,0187 n. 0 (- 0,42) — 1,5 
0,5 —0,41 nie 
15 — 0,24 0,18 
25 0,15 0,27 
oo +0,22 0,64 
0,0283 n. 0 (— 0,68) —- 29 
0,5 — 0,62 i 
15 — 0,35 0,28 
25 — 0,20 0,48 
o0 +0,38 0,96 
0,0479 n. 0 (— 1,06) oe 83 
0,5 —1,05 _ 
15 —0,74 0,82 
25 —0,54 0,52 
oo +0,55 1,61 
0,0728 n. 0 (— 1,60) ve 36 
0,5 —1,59 eee 
15 —1,25 0,85 
25 — 1,08 0,57 
oo +0,88 2,48 
0,103 n. 0 (—2,24) — 88 
0,5 — 2,28 a 
15 — 1,87 0,37 
25 — 1,64 0,60 
oe) +1,06 2,30 
0,129 n. 0 (— 2,78) a 40 
0,5 si 2,77 a 
15 — 2,39 0,89 
25 — 2,15 0,63 
+1,43 
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Tabelle 28. 


Karl Josephson, 





Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
46mg Priparat Z, in 50 ccm. 


Affinitét zu Salicin. 














| ie — 
Konzentration : rehungs- angs- 
des Salicins anncnton: Drehung Andecuny gisele 
keit 
0,0098 n. 0 (—0,26) ose 11 
0,5 ~0, sh 
5 —0,37 0,09 
8 — 0,18 0,18 
oo +0,18 0,89 
0,0186 n. 0 (—0,52) ~* 21 
0,5 — 0,50 a 
5 — 0,84 0,18 
8 — 0,27 0,25 
00 +0,27 0,79 
0,0291 n. 0 (—0,81) — 28 
0,5 —0, —_ 
6 —0,52 0,29 
10 —0,87 0,44 
a +0,42 1,23 
0,0360 n. 0 (— 1,00) vs 32 
0,5 ~0,97 — 
6 — 0,66 0,34 
10 —0,46 0,54 
oo +0,52 1,52 
0,0576 n. 0 (—1,59) oe 35 
0,5 —1,56 ws 
6 —1,22 0,37 
9 —1,08 0,56 
@ +0,82 2,41 
0,0827 n. 0 (—2,26) oe 38 
0,5 —¥, — 
6 — 1,86 0,40 
9 —1,67 0,59 
00 +1,17 8,48 
0,106 n. 0 (— 2,86) -— 40 
0,5 — 2,825 no 
6 — 2,44 0,42 
9 — 2,24 0,62 
00 +1,47 4,33 














Die Wiedergabe der Tabelle 20 diirfte genug sein zu zeigen, 
da8 die von R. Willstitter, R. Kuhn und H. Sobotka an- 
gegebene gute Ubereinstimmung zwischen den berechneten und 
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gefundenen Dissoziationsresten der Enzym—Substratverbindung 
nur illusorisch ist. Die bei der Berechnung der Dissoziations- 
reste benutzten Reaktionskoeffizienten dirften in vielen Fallen 
weder Mittelwerte noch auf die Zeit 0 extrapolierte Werte der 
aus den beobachteten Drehungen zu berechnenden Reaktions- 
koeffizienten darstellen. 

AuBerdem scheint es dem Verfasser sehr schwer zu sein 
aus zwei Versuchen mit nur zwei Substratkonzentrationen 
(0,0187 n. und 0,044) bestimmte Riickschliisse auf die Disso- 
ziationskonstante einer Enzym—Substratverbindung ziehen zu 
kénnen, auch wenn man mit solchen Fallen arbeitet, wo der 
AnschluB an die Formel fiir monomolekulare Reaktionen in 
viel héherem Grade erfillt ist, als es nach den oben zitierten 
Zahlen und nach den Aussagen der genannten Forscher selbst 
bei ihren Versuchen der Fall gewesen ist), oder wenn die 
Kinetik innerhalb einer Versuchsreihe wenigstens gleichartig ist 


4, Die Aktivitats-[S]-Kurve der Helicinspaltung. 


Die bei der Hydrolyse von Helicinlésungen gewonnenen 
Zahlen gestatten* nach R. Willstatter, R. Kuhn und 
H. Sobotka ,,keine Auswertung in bezug auf Ky... Diese 
Autoren fanden nimlich stark ausgeprigte Maxima des Produktes 
Reaktionskoeffizient x Helicinkonzentration, namlich bei zwei 
verschiedenen Versuchsreihen schon in 0,03 bzw. 0,04 n-Liésung. 
Wie bei der Diskussion der von R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer gefundenen starken Abnahme der Reaktionskoeffizienten 
erster Ordnung wird die Erklarung der groBen Abweichung 
der Aktivitiits-[S}-Kurven von theoretischen Dissoziationsrest- 
kurven in einer besonders starken Hemmung des Salicylaldhyds 
gesucht: ,,Unsere Kenntnis itiber die hemmende Wirkung des 
Salicylaldehyds reicht nicht aus, um aus diesen Kurven auf 
die Affinititsverhaltnisse zu schlieBen“. Kinige Versughe zur 
Stiitzung dieser Auffassung der starken Wirkung des Salicyl- 





1) Diese Versuche aus Willstitters Laboratorium widersprechen 
auBerdem den Angaben von R. Willstitter und G. Oppenheimer 
tiber die verschiedenartige Kinetik der Salicin- und Helicinspaltung. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVII. 5 
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aldehyds liegen aber aus Willstitters Laboratorium noch 


nicht vor. 


Wie schon in den Abschnitten IV und VI mitgeteilt wurde, 
habe ich die Angaben von R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer iiber das abweichende Verhalten der Helicinspaltung 
weder hinsichtlich der Kinetik noch des Aciditétsoptimums 


Tabelle 24, 


Spaltung des Helicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. Affinitit 


zu Helicin. 5,5 mg Priparat H, in 50 ccm. 














K Dreh Asthng> 
onzentration : rehungs- gs- 
des Helicings | Minuten Drehung ainderung | geschwindig- 
keit 
0,0078 n. 0 (—0,19) _ 14 
0,5 —0,19 ‘a 
1 — 0,155 0,085 
14 —0,12 0,07 
0,0100 n. 0 (— 0,26) _ 19 
0,5 — 0,255 an 
7 —0,21 0,05 
14 —0,16 0,10 
0,0145 n. 0 (—0,38) aa 27 
0,5 —0,875 oon 
7 —0,31 0,07 
14 — 0,24 0,14 
0,0205 n. 0 (— 0,535) _ 32 
0,5 oe aces 
8 — 0,44 0,095 
16 — 0,855 0,18 
0,0310 n. 0 (—0,805) _ 36 
0,5 —0, — 
8 —0,70 0,105 
16 — 0,605 0,20 
0,0410 n. 0 (—1,065) — 88,5 
0,5 — 1,06 _ 
* — 0,955 0,11 
16 — 0,84 0,225 
0,0615 n. 0 (—1,595) _ 38,5 
0,5 —1,59 — 
9 —1,47 0,125 
18 —1,85 » 0,245 
0,0815 n. 0 (—2,11) — 40 
0,5 — 2,105 ~ 
9 — 1,98 0,18 
18 —1,85 0,26 
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Spaltung des Helicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. Affinitét 


zu Helicin. 5,5 mg Priparat HZ, in 50 ccm. 

















Konzentrati Dreh si 
on ungs- 
des Helicins | Minuten | Drehung | ‘gaderung | geschwindig- 
keit 
0,0078 n. 0 (—0,203) a 14 
0,5 Ra cya 
8 —0,16 0,043 
15 —0,18 0,078 
0,0105 n. 0 (—0,278) ame 19 
0,5 onli ni 
8 — 0,22 0,058 
15 —0,17 0,108 
0,0165 n. 0 (—0,485) “ 27 
0,5 — 0,43 sound 
8 —0,86 0,075 
15 — 0,285 0,150 
0,0250 n. 0 (—0,651) sen 82,5 
0,5 —0,645 ‘oe ; 
8 —0,555 0,096 3 
15 —0,475 0,116 
0,0810 n. 0 (—0,806) - 84,5 
0,5 —0,80 on 
8 — 0,705 0,101 
15 — 0,620 0,186 
0,0415 n, 0 (— 1,087) si 37,5 
0,5 —1,08 ia 
10 —0,95 0,187 
18 — 0,850 0,287 
0,0610 n. 0 (—1,592) jie 40 
0,5 — 1,585 i 
10 —1,445 0,147 
18 — 1,835 0,257 
0,0815 n. 0 (—2,117) a 40 
0,5 —2,11 wit 
10 —1,97 0,147 
18 — 1,855 0,262 














_best&tigen kinnen. Die Untersuchung der Aktivitits-[S}-Kurven 
der Helicinspaltung sowie die Versuche tiber den heramenden 
EinfluB des Salicylaldehyds haben auch von den Angaben der 
zitierten Autoren etwas abweichende Resultate geliefert. 

Die zwei in den Tabb. 24 und 25 mitgeteilten Versuchs- 
reihen tber den EinfluB der Substratkonzentration auf die 


5* 
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Geschwindigkeit der Helicinspaltung, mit 5,5 mg Praparat Z, 


4 | 
4 in jeder Versuchsmischung von 50 ccm und bei der von mir 





ai 


ermittelten optimalen Aciditait (p, = 4,5) ausgefihrt, zeigen, 











-_<—<\--- 


he me oe 





Km = 2030 








20 


Ky =33 



































acy 


aos 




















020 











a A OP ew ae Sn FR, 
eas) aes eS s3, “ fs Te 5 


Am «0030 



























































$0 
é 
a SR PS. Pants 
rw — sd 
as 
30 
70 
wie 
I 
| cod 
oo 003 or2 of6 @20 





50 





——— = 


a a a 





Km = 0,028 





20 


















































oo¢ 


are 


a20 








Enzymatische Spaltung von Glucosiden. 69 


daB die Aktivitats-[S]-Kurven (in den Figuren 9 u. 10 die aus- 
gezogenen Kurven) einen friiheren horizontalen Verlauf zeigen 
als man nach dem Verlauf der theoretischen Dissoziationskurven 
(in den Figuren 9 u. 10 gestrichelt) erwarten sollte. In den ver- 
diinnten Lésungen 148t sich aber ein guter Anschlu8 der 
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beobachteten Reaktionsgeschwindigkeiten an die theoretischen 
Dissoziationsrestkurven erkennen. Wenn wir aber von den 
Substratkonzentrationen, die tiber etwa 0,04 n. liegen, absehen, 
also von hdheren Substratkonzentrationen, bei welchen der 
reaktionshemmende Einflu8 des Substrats selbst einen grdBeren 
Wert annimmt, kénnen wir mit ziemlich groBer Genauigkeit die 
Dissoziationskonstante der Helicin-8-Glucosidaseverbindung zu 
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etwa 0,016 schiitzen, und die Affinititskonstante ist also gleich 
rund 62 zu setzen, also etwa der doppelte Wert der Affinitits- 
konstante der Salicin-6-Glucosidaseverbindung. 


5. Die Aktivitats-[8]-Kurve der Arbutinspaltung. 


Versuche, die Affinitét zwischen Arbutin und dem arbutin- 
spaltenden Enzym zu bestimmen, scheinen in der Literatur 
noch nicht vorzuliegen. Eine solche Messung war aber von 
besonders groBem Interesse, da ohne Kenntnis dieser Affinitat 
die noch nicht beantwortete Frage, ob das Arbutin zu seiner 
Hydrolyse ein selbstandiges, im Emulsinkomplex vorkommendes 
Enzym fordert oder ob das f-methylglucosid-, salicin- und 
helicinspaltende Enzym (-Glucosidase) auch die enzymatische 
Spaltung des Arbutins bewirkt, nicht endgiiltig zu beantworten 
war. Wir werden im Abschnitt X sehen, da8 die quantitativen 
Berechnungen der Hemmungen der Geschwindigkeit der Ar- 
butinspaltung durch Glucose und Hydrochinon auf Grund des 
hier ermittelten Wertes der Dissoziationskonstante (Affinitits- 
konstante) der Arbutin-Arbutinaseverbindung, sowie die ahn- 
lichen Berechnungen im Falle der Hemmung der Salicinspaltung 
durch dieselben Stoffe auf Grund des schon mitgeteilten Wertes 
der Affinititskonstante der Salicin-f-Glucosidaseverbindung sich 
in gutem Einklang mit der Auffassung bringen lassen, dab 
auch dieses neu untersuchte Glucosid durch dieselbe 6-Gluco- 
sidase wie die tibrigen untersuchten §-Glucoside gespaltet wird. 
Es soll also gezeigt werden, daB die in der Literatur als eine 
Stiitze der Existenz einer besonderen Arbutinase oft zitierten 
Versuche von A. Fichtenholz}) sich nicht bestitigen. Auch 
scheint es dem Verfasser, daB die SchluBfolgerungen aus den 
genannten Versuchen nicht mit Notwendigkeit zu der An- 
nahme einer besonderen Arbutinase*) hiatten fihren miissen. 
Vgl. hierzu aber besonders Abschnitt X. 2 f. 

Die Versuchsdaten finden sich in den Tabellen 26 und 27. 
Die Versuche wurden mit 17,8 mg ZH, bzw. der vierfachen Menge 





1) A. Fichtenholtz, Jl. Pharm. Chim. [6] Bd. 30, S. 199 (1909). 
*) Vgl. W. Sigmund, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 80, S. 77 (1909). 
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Tabelle 26. 


Spaltung des Arbutins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
: Affinitit zu Arbutin. 71 mg Praparat EZ, in 50 cem. 














Konzentration Relative 
des : Anfangs- 
Minuten Dreh k+10° | geschwindig- 
Arbutins iis keit dig 
[S] [S]-%-10° 

0,019 n. 0 —0,51 (212) 4,0 
| 50 —0,85 | 197 
100 —0,24 182 

0,038 n. 0 —1,01 (208) 7,9 
50 —0,70 192 
100 —0,49 176 
@ +0,55 —_ 

0,057 n. 0 —1,50 » (179) 10,2 
50. —1,10 165 
100 —0,82 151 
ao +0,81 tier 

0,074 n. 0 —1,95 (157) 11,6 
| 50 —1,49 145 
| 100 —1,16 138 

| 0,092 n. 0 —2,44 (138) 12,7 
50 — 1,98 127 
100 —1,56 116 
50 —2,37 110 
100 — 1,96 108 
er) 41,57 ~_ 

0,161 n. 0 —4,25 (87) 14,0 
50 — 3,68 79 
100 — 3,26 771 
rr) +2,80 _ 

0,218 n. 0 — 5,62 (67) 14,8 
50 —5,02 62 
100 — 4,56 57 
oo +3,04 _ 














Enzym in jeder Versuchsmischung und bei optimaler. Aciditat 
(Px = 4,1) ausgefihrt. Die Erhéhung der Enzymmenge be- 
wirkte keine bemerkenswerte Anderung in dem gefundenen 
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Tabelle 27. 





Spaltung des Arbutins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
17,8 mg Priparat H, in 50 ccm. 


Affinitéit zu Arbutin. 














Konzentration : Relative 
des Anfange- 
: Minuten Drehung k-10° | geschwindig- 
pa 8 [S]-k- 10° 

0,019 n. 0 — 0,51 (62) 11,8 
100 — 0,41 59 
200 — 0,33 56 
00 +0,28 on 

0,031 n. 0 —0,81 (56) 17,4 
100 —0,67 52 
200 — 0,56 48 
00 +0,44 = 

0,045 n. 0 —1,20 (62) 28,4 
100 — 1,00 50 
200 — 0,83 48 
oo +0,65 aie 

0,060 n. 0 —1,57 (42) 28,2 
100 —1,84 44 
200 —1,15 41 
a0 +0,85 sie 

0,074 n. 0 — 1,93 (39) 28,9 
100 —1,68 38 
200 —1,47 87 

0,110 n. 0 — 2,90 (30) 38,0 
100 — 2,62 28 
200 — 2,89 26 
fo) +1,57 —_ 

0,145 n. 0 —3,82 (28) 38,4 
100 —3,58 22 
200 —3,27 21 
© +2,07 sk 

0,217 n. 0 — 5,70 (16) 84,7 
100 — 5,40 15 
200 — 5,14 14 
@ + 3,08 saat 














Verlauf der Aktivitits-[S]-Kurve. Bei der Berechnung wurde 
die auf die Zeit 0 extrapolierte Reaktionsgeschwindigkeit be- 
nutzt. Aus dem Verlauf der Aktivitats-[$]-Kurven wurde bei 
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Anwendung der kleineren Enzymmenge Ky = etwa 24 und bei 
Anwendung der gréSeren Enzymmenge Ky = etwa 22 be- 
rechnet. Die Affinitaét ist also unbedeutend schwicher als die 
























































































































































20- 
15 -! 

4 —l. 

Km Mates & 

ee 4 

| Any 2 22 

“ 
“ay 

Oe 

; 

cow 208 af2 an 0.20 024 
Fig. 11 
he 
—— 
3 Kin © OO42 
uw 
f 
i 7 King = 246 
: } 
00% 409 on e716 6,20 G2H 
Fig. 12, 


Affinitét zwischen Salicin und f-Glucosidase und diirfte in 
ungefihr demselben Verhaltnis zu der letzteren Affinitat stehen 
wie die von R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka 
gemessene Affinitit zu dem Pe des Phenols (vgl. auch 
Abschnitt IX). 
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6. Einflu8B der Aciditat auf den Verlauf der Aktivitats- 
[S]-Kurven. 


Anderung der Affinitat mit der Aciditat. 


Nach Untersuchungen von H.v. Euler und I. Laurin, 
sowie von R. Kuhn geht hervor, dab die Aktivitats-[§]-Kurve 
der Saccharasewirkung bei Anderung der Aciditat des Reaktions- 
mediums nach der alkalischen Seite vom Optimum in dem 
untersuchten p,,-Gebiet sich nicht in merkbarem Grade andert. 
Eine theoretische Erklarung dieser Tatsache auf Grund des 
Massenwirkungsgesetzes wurde von H. v. Euler, K. Josephson 
und K. Myrbick?) gegeben. 


Nach Untersuchungen des Verfassers*) liegen die Ver- 
haltnisse bei der enzymatischen Rohrzuckerspaltung im sauren 
Gebiet der Aktivitits-p,-Kurve anders. Hier wurde bei Steige- 
rung der Aciditét eine Anderung im Verlauf der Aktivitits- 
[S}-Kurve konstatiert in der Hinsicht, daB die zu berechnende 
scheinbare Dissoziationskonstante der Saccharase-Rohrzucker- 
verbindung vergréBert wurde (die Affinitét zwischen Enzym 
und Substrat also verkleinert). 


In derselben Arbeit hat Verfasser die Beobachtung ge- 
macht, daB die Gréfe der Hemmungen durch die Spaltungs- 
produkte Glucose und Fructose andere Verhiltnisse zeigt. 
Wihrend Glucose beim p,-Optimum der Saccharasewirkung 
die gréiBte Hemmung der Geschwindigkeit der Rohrzucker- 
spaltung zeigte mit auf beiden Seiten vom p,-Optimum ver- 
kleinerter Hemmung (Affinitat), war die Hemmung durch Fruc- 
tose am gréBten im mehr alkalischen Gebiet und verminderte 
sich bei Steigerung der Aciditét. Das untersuchte p,-Gebiet 
erstreckt sich von p,, = 2,75—6,65. 


Die Versuchszahlen waren die in den folgenden Tabellen 28 
und 29 wiedergegebenen. 





1) H.v. Euler, K. Josephson u. K.Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, 
S. 89 (1924). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 184, 8. 50 (1924). 
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Tabelle 28. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose bei verschiedener 
Aciditit. : 








Pu 2,75 | 84 | 45 | 60 | 6,65 








&+-10* mit Rohrzucker 0,23 n. 181 | 223 236 167 114 


k-104 mit Rohrzucker + Glu- | 
ems GS6n. ..... i) 161 108 | 176 | i 1 





























meena, Tn + se ca es 19 23 25 24 15 
| Tabelle 29. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Fructose bei verschiedener 
Aciditat. 

Pu 2,15 4,5 6,0 6,65 
k+10* mit Rohrzucker 0,23n. . | 248 | 280 | 218 | ig 
k-10* mit Rohrzucker + Fruc- | 

ONS ORPR «ee 179 -194 148 85 
PN TS a 26 31 32 34 














Nun la8t sich nach. H. v. Euler’) die Affinitéit der 
Saccharase zu Rohrzucker als zusammengesetzt aus den Teil- 
affinititen zu den im Rohrzuckermolekiil eingehenden Fructose- 
und Glucoseresten betrachten, und zwar ist im vorliegenden 
Falle die Affinititskonstante der Saccharase-Rohrzuckerver- 
bindung nach den Versuchen des Verfassers*) sehr nahe gleich 
dem Produkt aus den Affinitiitskonstanten der Saccharase- 
Fructose- und Saccharase-(a~) Glucoseverbindungen. Von diesem 
Standpunkt aus 148t sich also aus den verschiedenen Ande- 
rungen der Affinititen der Fructose und Glucose mit der 
Aciditat unmittelbar schlieBen, daB die Affinitit zwischen der 
untersuchten Saccharase und Rohrzucker im sauren Gebiet 





) H. y. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv £. Kemi Bd. 9, Nr. 18 (1924); 
Diese Zs. Bd. 148, S. 79 (1925). 
*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, S. 62 (1924). 
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abnehmen muB, daB aber im mehr alkalischen Gebiet wegen 
des entgegengesetzten Verhaltens der beiden Komponenten 
Fructose und Glucose die Affinitit eine viel kleinere Ande- 
rung mit der Aciditét erleidet als im sauren Gebiet. Die 
bemerkenswerte Tatsache, daB die Aktivitats-[§]-Kurve der 
Saccharasewirkung im sauren Gebiet von der Aciditét ab- 
hangig gefunden wurde, wahrend im alkalischen Gebiet eine 
solche Anderung nicht festgestellt werden konnte, ist also eine 
direkte Folgerung der Theorie, und diese Aalteren Versuchs- 
ergebnisse sind somit als eine wesentliche Stiitze derselben 
zu betrachten. 


Die Versuche tiber die Anderung des Verlaufes der Akti- 
vitats-[S]-Kurve der Salicinspaltung haben nun das Ergebnis 
gegeben, daB gerade wie im Falle der Affinitat zwischen 
Glucose und Saccharase die Affinitat zwischen dem 
besprochenen Glucosid und #-Glucosidase eine ent- 
sprechende Anderung im sowohl sauren wie mehr 
alkalischen Gebiet zu erleiden scheint. 

Die Versuche sind in den Tabellen 31—33 wiedergegeben 
und die Aktivitéts-[S]-Kurven sind in den Figuren 13—15 
_ graphisch dargestellt. Die aus diesen Versuchen ermittelten 
scheinbaren Dissoziations- und Affinitatskonstanten der Salicin- 
f-Glucosidaseverbindung bei den untersuchten Acidititen sind: 


Tabelle 30. 























Pr = 2,82 i 4.4 6,53 
xe 0,044 0,081 0,046 
K, = 23 82 22 


Eine abnliche Anderung der Aktivitats-[8]-Kurve der 
Salicinspaltung wurde auch von R. Kuhn und H. Sobotka!) 
im mehr alkalischen Gebiet konstatiert. 





1) R. Kuhn u. H. Sobotka, Zs. physikal. Chem. Bd. 109, S. 65 
(1924). 
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Tabelle 31. 


Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Pu = 2,82. Affinitit zu Salicin. 55 mg Priparat H, in 50 ccm. 














Konzentration . Relative 
des Reaktions- 
tee Minuten Drehung k+ 104 geschwindig- 
Salicins keit 
[8] [S]+k+ 10° 
0,0175 n. 0 (—0,49) an 
0,5 — 0,485 ni 
15 — 0,25 114 
- ner 07 $1205 19,8 
8) +0,25 —— 
0,0284 n. 0 (—0,79) sis 
0,5 —0,78 a 
15 —0,44 101 
25 0,27 100 f 190.5 28,5 
oo +-0,40 a 
0,0828 n. 0 (—0,91) i 
0,5 —0,90 ss 
15 —0,52 96 
25 —0,38 95f 25 81,8 
2) + 0,47 _— 
0,0427 n. 0 (—1,18) a 
0,5 at te 
15 —0,74 82 
25 —0,58 78 } wae wey 
op +0,61 pe 
0,0504 n. 0 (—1,89) i 
0,5” ~1,31 me 
15 —0,91 75 
25 — 0,87 78 “ 87,8 
w +0,72 Se 
0,0640 n. 0 (—1,76) se 
0,5 1,74 a 
25 —0,98 65 } sa ca 
0,0820 n. 0 (—2,24) ae 
0,5 2.29 iin 
15 —1,67 58 
25 ~1,80 56 54,5 44," 
re ) +1,15 — 
0,0995 n. 0 (—2,71) - 
0,5 —2,69 “it 
15 —2,10 41 
25 —1,78 4 } ig oa 
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Tabelle 82. 


Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 


Po = 4,4. Affinitit zu Salicin. 


55 mg Priparat ZH, in 50 cem. 





ce ra 
ee 











Konzentration 5 hl 
des : Reakti 
Minuten Drehun k- 104 hwindi 
Salicins ° Ree . 
[S] [S]-k+10° 
0,0204 n. 0 (—0,57) sie 
0,5 —0,56 wi 
10 —0,86 122 
20 — 0,20 122 \122 24,9 
<4) + 0,29 —_ 
0,0305 n. 0 (—0,85) a 
0,5 om ig oho 
10 —0,54 119 
20 —0,31 118 }i18,5 26,2 
va) +0,44 —_ 
0,0350 n. 0 (—0,98) re 
0,5 ies fut 
10 —0,65 109 
20 —0,38 112 }110,5 38,7 
oo +0,51 po 
0,0485 n. 0 (—1,34) “ 
0,5 1,32 “ 
10 ~0.94 95,8 
20 —0,62 eal 95,2 46,3 
Pa +0,69 is 
0,0588 n. 0 (—1,47) BY 
0,5 —1,45 3 
10 ~1,04 98,0 
20 —0,72 ao 91,0 48,5 
oo +-0,76 ws 
0,0709 n. 0 (~1,97) oi 
0,5 —1,95 ia 
10 —1,50 14,8 
20 —1,09 eat 75,0 — 
0,0905 n. 0 (—2,48) ane 
10 —197 63,8 
20 — 1,54 62,5) °%9 “ 
re 8) +1,28 _ 
0,111 n. 0 (8,00) oe 
: 0,5 2.97 un 
10 2,49 51,6 
20 2/08 sift 519 ote 











+1,55 
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Tabelle 32 (Fortsetzung). 
aie se os Heck tions- 
inute h . 103 indic- 
Selieine uten Drehung k-10 snare & 
[S] [S]+h- 10° 
0,126 n. 0 (—8,42) i 
0,5 a Eat 
10 — 2,89 46,9 
20 2.45 45,0 aad vad 
a) +1,76 — 











Tabelle 33. 





Spaltung des Salicins bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 





Pu = 6,53. Affinitét zu Salicin. 55 mg Priaparat FH, in 50 ccm. 














Konzentration Relative 
des Reaktions- 
age Minuten Drehung k+ 104 geschwindig- 
Salicins keit 
[S] [S]-k+ 105 
0,0186 n. 0 (—0,52) shee 
0,5 —0,52 a 
15 — 0,39 52,1 
26 —0,82 48,8 50,5 9,4 
00 0,27 ie 
0,0291 n. 0 (—0,81) a 
0,5 — 0,80 ae 
15 — 0,62 48,6 
33 —0,44 4T1 47,9 13,9 
0 +0,42 — 
0,0868 n. 0 (—1,02) ss 
0,5 —1,01 a 
15 — 0,79 46,5 
25 — 0,66 45,9 a 17,0 
cS +0,58 ie 
0,0482 n. 0 (—1,33) oe 
0,5 we aiy 1,82 aysnon! 
15 — 1,05 43,2 
25 —0,87 44,1 a, 21,1 
0,0540 n. 0 (1,49) x 
0,5 spies 1,48 ae 
15 —1,20 89,8 
25 —1,08 89,5 89,7 21,5 
0 +0,77 wo 
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Tabelle 33 (Fortsetzung). 




















SE Se 
Konzentration , Relative 
des Minut Dreh Paci arg 4 
inuten ehun k+ 104 
Salicins 8 keit dig- 
[8] [S]-h-11° 
0,0704 n. 0 (—1,93) ie 
0,5 —1,92 ey 
15 — 1,60 84,7 
25 —1,42 et $40 #8,9 
rs +0,99 ~- 
0,0902 n. 0 (2,46) + 
0,5 —2.45 - 
15 ~2)10 29,3 
25 — 1,86 80,5 a iad 
a) +1,27 _— 
0,110 n. 0 (—2,98) sen 
0,5 ~2'91 ane 
15 —2'60 25,4 
25 ~2'35 26,1 25,6 28,4 
0 41,54 te 
0,126 n. 0 (—8,41) si 
0,5 —3,40 ne 
15 —3,02 22.7 
25 2,75 23.7 a 43,2 
co +1,16 fod 














VIII. Diskussion des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Wirksamkeit der Enzyme.. 


In einer friiheren Arbeit') hat Verfasser in Zusammen- 
hang mit der Untersuchung des Hinflusses der Aciditat des 
Reaktionsmediums auf die Geschwindigkeit der Rohrzucker- 
spaltung durch Saccharase und auf die Affinitit zwischen 
Saecharase und Rohrzucker, welche schon im vorigen Abschnitt 
besprochen wurde, die folgenden verschiedenen Annahmen 
zur theoretischen Erklarung der Wirkung der Wasserstoffionen 
auf die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion auf- 
gestellt: 

1. Die Eigenschaften des Substrates kénnen von der Aci- 
ditét in solcher Weise abhiingen, daB das Reaktionsvermégen 
mit der Aciditat variiert. 

1) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVII. 6 
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2. Die Bindung zwischen Enzym und Substrat kann von 
der Aciditét abhingig sein. 

3. Die Gleichgewichte zwischen verschieden stark reaktions- 
fahigen Molekiilarten oder Ionen der Enzym—Substratverbindung 
kénnen verschoben werden. 

4, (Andere) reversible Umlagerungen im Enzymkomplex 
Enzym—Substratverbindung) kénnen auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit EinfluB haben. 

5. Die Zerfallsgeschwindigkeit hes Enzym—Substrates kann 
von den Wasserstoffionen bestimmt sein. (Anderung der Ge- 
schwindigkeit und Gleichgewicht bei dem Ubergang R. v. M. I 
— R.v.M. IZ) 

Beziiglich des alkalischen Astes der Aktivitaits-p,-Kurve 
der Saccharase- und der Raffinasewirkung haben H. v. Euler, 
K. Josephson und K. Myrbiack}) gezeigt, daB dieser Teil 
der Aktivitaits-p,-Kurve in der Tat durch Verschiebungen der 
Gleichgewichte zwischen den verschiedenen Jonen und Mole- 
kiilen cos Enzyms und Enzym—Substrates erklart werden kann, 
wenn man gewisse Annahmen iiber die Reaktionsfihigkeit der 
verschiedenen Jonen und Molekiile, sowie iiber die Disso- 
ziationskonstanten der Molekiile macht. Dabei wurden beziig- 
lich der Enzym—Substratverbindungen mit den experimentellen 
Ergebnissen tibereinstimmende Werte von X,, in die Formeln ein- 
gesetzt. Beziiglich der sauren Dissoziationskonstanten konnten 
Werte von derselben GréBenordnung wie die von H. v. Euler 
und K. Josephson?) auf Grund direkter elektrometrischen 
Messungen an weitgehend gereinigten Enzympraparaten ge- 
wonnenen Daten in die Formeln eingesetzt werden. Die so 
durchgefiihrte Rechnung zeigte eine sehr gute Ubereinstim- 
mung mit der experimentell festgestellten Aktivitits-p,,-Kurve 
der Saccharase- und Raffinasewirkung des besprochenen 
Enzyms. 

Diese Theorie, welche ,,die einzige bisher gegebene Deu- 





1) H. v. Euler, K. FeMnEntOR K. Myrbick, Diese Zs. Bd, 184, 
S. 89 (1924). 
*) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 138, 8.279 (1924), 
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tung der p,,-Kurve ist, die auf der Anwendbarkeit des Massen- 
wirkungsgesetzes fuBend, die Unabhangigkeit der p,-Kurve von 
der Substratkonzentratiou und die Unabhangigkeit der pg-Kurve 
von der A/ erklirt“, hat R. Kuhn neuerdings in folgender 
Weise weiter charakterisiert: ,,Die entwickelte Theorie der 
Aktivitats-p,-Kurve der Saccharase, die auf die Saéure- und 
Basendissoziationskonstanten gereinigter Saccharasepriparate 
aufgebaut ist, bedeutet vielleicht den ersten wichtigen Schritt 
auf dem Wege aus der physikalischen Chemie der Fermente 
selbst, also unabhaingig yon deren spezifischen Wirkungen, 
Kigenschaften der Fermente kennenzulernen, welche in die 
Differentialgleichungen des Reaktionsverlaufes eingesetzt werden 
kénnen“. Os 

Es mu8 also als eine wichtige Aufgabe angesehen werden, 
diese Theorie auch bei anderen Enzymreaktionen zu priifen. 
Im folgenden wollen wir also diskutieren, in welchem Grade 
die Aktivitits-p,-Kurven der Glucosidspaltungen sich in ahn- 
licher Weise an die theoretischen Kurven anschlieBen. Hier 
kénnen wir allerdings noch nicht solche Werte fiir die sauren 
Dissoziationskonstanten der §-Glucosidase und der Enzym- 
Substratverbindungen, welche durch direkte Messungen an 
hochgereinigten Enzympraparaten gestiitzt werden, in die For- 


meln einsetzen, es ist aber wertvoll nachzupriifen, ob unter 


Anwendung der im vorigen Abschnitt mitgeteilten Werte der 
Dissoziationskonstanten der Enzym-Substratverbindungen und 
unter Anwendung plausibler Werte fir die sauren Disso- 
ziationskonstanten die experimentell bestimmten p,-Kurven 
sich mit geniigender Genauigkeit an die theoretischen Kurven 
anschlieBen. 
Wenn die folgenden Molekiilarten betrachtet werden, 
HES = undissozierte Enzym-Substratverbindung, 
ES’ = Anionen der obigen Verbindung, 
HE = undissoziierte freie 6-Glucosidase, 
EH’ = Anionen der freien f-Glucosidase, 
H’ = Wasserstoffionen, 
S = Substrat. Die saure oder basische Dissoziation 


desselben wird vernachlissigt, 
6* 
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so gilt unter Kinfihrung von folgenden Dissoziationskonstanten 
K,, = 1/Ky = Dissoziationskonstante der Enzym—Substrat- 
verbindung, 
K, = Dissoziationskonstante der Enzymanionen—Substrat- 
verbindung, 
K, = saure Dissoziationskonstante des Enzym—Substrates, 


Ki = saure Dissoziationskonstante des Enzyms, 


wenn wir mit = die Gesamtkonzentration des Enzyms in 
Lésung bezeichnen: 





[HES] = S- La} 18] pea) 
[H'}-[S] + KalS] + Kn[H'] + Ku-Ki 
[HE] = (HES) ==, (2) 
[BS] = [HES] ra (3) 
KK} KI-K, 
(E] = (488) pars = 24a (4) 


Nach diesen Formeln kénnen also die Konzentrationen 
der verschiedenen Jonen und Molekiilarten, in welchen das 
Enzym eine Komponente ausmacht, ausgedriickt in Bruchteilen 
der Gesamtkonzentration des Enzyms, berechnet werden, wie 
ja auch H. vy. Euler, K. Josephson und K.Myrback im 
Falle der Saccharase und Raffinase getan haben. 


Bei: der Berechnung miissen wir K, und Kj einzeln kennen. 
Was der Salicin- und £-Methylglucosid-6-Glucosidaseverbindung 


betrifft, ist es wahrscheinlich, daB die Werte von K, und K; 
nur unwesentlich voneinander differieren kénnen. Nach Mes- 
sungen von R. Kuhn und H. Sobotka?) sollten nimlich die 
sauren Dissoziationskonstanten des Salicins und #-Methyl- 
glucosids 7,5-10—'* bzw. 2,0-10-1* sein, so daB durch die An- 
lagerung dieser Glucoside an den Enzymkomplex die sauren 
Kigenschaften desselben (Xz fiir die -Glucosidase ist theo- 


retisch auf etwa 4-10~—" zu schiatzen) nur in untergeordnetem 
Grade geindert werden diirften. 





)R. Kuhn u, H. Sobotka, Zs. physikal. Chem. Bd. 109, 8. 65 (1924). 
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Wir wollen also vorliufig K = Ki setzen und kénnen 

also die Formel (1) schreiben: 

H’] S] 

ier cg + Ke UE: Kn 

In dieser Formel bedeutet also K, die saure Dissoziations- 
konstante der #-Glucosidase und Enzym—Substratverbindung; 
K_, = die bei einer gewissen Aciditat aus dem Verlauf der 
Aktivitaits-[S]-Kurve berechnete scheinbare Dissoziations- 
konstante der Enzym—Substratverbindung. 

Zur Priifung dieser Formel im Fallie der Salicinspaltung 
kénnen wir die im vorigen Abschnitt berechneten Werte von 
K, bei p, = 4,4 und 6,53 namlich K, = 0,030 bzw. 0,046 
anwenden. 

Die folgende Tabelle enthilt die so berechneten Werte 
von [HES]/ bei der Substratkonzentration 0,035 n. (wie bei 
den Versuchen zur Bestimmung der p,,-Kurve) unter Anwendung 
der oben angegebenen Daten. 


Tabelle 34, | 
Berechnung von [HHS]|/& unter der Annahme K, = 4-10—’. 























[A] Kn | (S] | (HES) 
4.1075 0,030 | 0,085 | 0,538 
8-107? 0,046 0,035 0,185 


Wenn wir nun, wie im Falle der Saccharase, annehmen, 
daB die Molekiilart [H#S] die reaktionsvermittelnden Molekiile 
(erster Ordnung; siehe hierzu auch die Bemerkungen von 
H. v. Euler, K. Josephson und K. Myrback) darstellt, so 
finden wir aus der obigen Tabelle, daB die Reaktionsgeschwin- 
digkeit bei Anderung der Aciditaét von Py = 4,4 zu py, = 6,58 
sich im Verhiltnis 0,533/0,185 andern soll, oder das also die 
Reaktionsgeschwindigkeit bei der letzten Aciditét 35°/, von 
der bei der ersten betragen soll. Das Experiment gab den 
Wert 34°/, (vgl. die Aktivitits-p,-Kurve in Fig, 2). 

Die Leistungsfihigkeit der obigen Berechnungsweise geht 
aber aus dieser Ubereinstimmung nicht geniigend hervor. Der 
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Wert von X, wurde ja zu 4-10~" gewahlt, da die Berechnung 
in diesem Falle den experimentellen Daten sich am besten 
arschlieBt, wie ja auch bei der Berechnung der Saccharase- 
p,-Kurve der Wert von K, zweckmaBig zu 3-10-" gewahlt 
wurde. 

Bei der Berechnung der Aktivitits-p,-Kurve der 6-Me- 
thylglucosidspaltung ist aber die Theorie imstande, noch 
eine experimentelle Tatsache in einfacher Weise zu erkliren: 

Die experimentelle p,-Kurve der 6-Methylglucosidspaltung 
wurde ja, wie schon in Abschnitt VI besonders betont wurde, 
etwas nach der sauren Seite verschoben gefunden. Diese Ver- 
schiebung wird nun durch die geringere Affinitit dieses Sub- 
strates zu der f-Glucosidase erklart. Bei optimaler Aciditit 
wurde die Dissoziationskonstante der $-Methylglucosid-6-Glu- 
cosidaseverbindung zu 0,71 bestimmt. Nun ist es wahrscheinlich, 
daB die Affinititen zu den verschiedenen Substraten ungefihr 
gleiche prozentische Anderungen bei Anderung der Aciditat 
erleiden (die Anderung der Affinitat der $-Glucoside ist nim- 
lich wahrscheinlich auf die ,,Glucoseaffinitét“ zuriickzufthren. 
Vgl. die Ergebnisse bei Saccharase.) Bei p,, = 6,53 (h = 3-10—) 


diirfte also unter dieser Voraussetzung K, 0,71- a = 1,1 


betragen. Die Tab. 35 enthilt die bei den Berechnungen an- 
gewandten Daten im Falle des $-Methylglucosids. 


Tabelle 35. 
Berechnung von [HE#S]/2 unter der Annahme K, = 4+10~’. 























[A] En [S] [HES)/= 
4-107 0,71 0,026 0,085 
8-10-7 1,1 0,026 0,010 


Unter den gemachten Voraussetzungen sollte also in 
0,026 n. (0,5°/,) Lésung von #-Methylglucosid die Reaktions- 
geschwindigkeit nur rund 28,5°/, von der Reaktionsgeschwindig- 
keit bei optimalem p,, betragen, also eine deutliche Ver- 
schiebung nach der sauren Seite gegeniiber der p,-Kurve der 
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Salicinspaltung. Nach dem Verlauf der p,-Kurve, welche 
schon in Fig. 1 wiedergegeben wurde, liegt der experimentelle 
Wert bei etwa 25°/, der Maximalgeschwindigkeit, Die Ab- 
weichung ist, in Anbetracht der Unsicherheiten der angewandten 
Werte von X, und X,, und der Unsicherheit der experimentellen 
p,-Kurve, als unwesentlich zu betrachten. Die experimentell 
festgestellte Verschiebung der Aktivitats-p,-Kurve 
der #-Methylglucosidspaltung nach der sauren Seite 
wird also von der gegebenen Theorie mit befriedigen- 
der Genauigkeit erklart. 

Was die Helicinspaltung betrifit, haben wir schon in 
Abschnitt VI gesehen, daB die Aktivitiits-p,-Kurve bei der 
Spaltung dieses Substrates sehr nahe mit der Aktivitits- 
p,-Kurve der Salicinspaltung zusammenfallt. Dieselben Be- 
trachtungen wie die oben bezgl. der Salicinspaltung angestellten, 
lassen sich auch auf die Spaltung des Helicins anwenden; 
die etwas gréBere Affinitit der @-Glucosidase zu Helicin als 
zu Salicin diirfte keine wesentliche Verschiebung der p,,-Kurve 
hervorbringen kénnen. 

Bei die Spaltung des Arbutins wurde ja eine wesent- 
liche Verschiebung der Aktivitats-p,-Kurve nach der sauren 
Seite gefunden. Die unbedeutend kleinere Affinitit des ar- 
butinspaltenden Enzyms zu dem betreffenden Substrat ist 
allein nicht imstande diese Verschiebung zu erkliren, und so 
liegt die Vermutung nahe, daB die elektrochemischen Higen- 
schaften der Arbutin—Arbutinase-(@-Glucosidase)verbindung sich 
wesentlich von denen der anderen hier besprochenen Enzym— 
Substratverbindungen unterscheidet. Auch in anderer Hinsicht 
scheint die Enzymhydrolyse des Arbutins sich von der Hydrolyse 
der anderen besprochenen Glucoside zu unterscheiden. Ob 
diese Verhiltnisse in Zusammenhang mit den stark reaktions- 
hemmenden Wirkungen des einen Komponenten des Arbutins 
(Hydrochinon) stehen kénnen, liBt sich noch nicht beantworten 
(siehe den folgenden Abschnitt), 

SchlieBlich wird in der folgenden Figur 16 eine graphische 
Darstellung der Aktivitits-p,-Kurven der Salicin- (0,035 n.) und 
8-Methylglucosidspaltung (0,026 n. 8-Methylglucosid) sowie der 
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Dissoziationsrestkurve einer Saure mit der sauren Dissoziations- 
korstante K, = 4-10~" wiedergegeben. Aus der Figur gehen 
die wegen der Affinititsverminderung im mehr alkalischen Ge- 
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Fig. 16. 


biet eintretenden Verschiebungen der p,-Kurven der Salicin- 


spaltung (gréBere Affinitét) und $-Methylglucosidspaltung (klei- 
nere Affinitit) deutlich hervor.*) 





Bezgl. des sauren Astes der Aktivitits-p,-Kurven scheinen 
ahnliche Verhaltnisse wie bei Saccharase (Raffinase) vorzuliegen, 
und es wird auf die friihere Untersuchung des Verfassers tiber 
das erwihnte Enzym hingewiesen.). 


IX. Vergleich von Saurehydrolyse und Enzymhydrolyse des 
Salicins und Arbutins. 


Wie schon in der Einleitung hervorgehoben wurde, bietet 
der Vergleich zwischen Siure- und Enzymkatalyse groBes 





1) Vgl. die theoretischen Betrachtungen von L. Michaelis, Biochem. 
Zs. Bd. 106, S. 88 (1920). 


*) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 134, S. 50 (1924). 
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Interesse. Man hat auch in einem verhiltnismaBig frihen Sta- 
dium der Enzymforschung Ahnlichkeiten und Verschiedenheiten 
betr. der enzymatischen Hydrolysen und der durch Sauren 
oder dessen Wasserstoffionen bewirkten Hydrolysen diskutiert. 

Vergleichende Versuche iiber die relativen Geschwindig- 
keiten der Spaltung verschiedener Zuckerarten bei Anwendung 
von Sduren und Enzymen als Katalysatoren hat besonders 
KE. F. Armstrong’) angestellt. 

In einer anderen, bemerkenswerten Weise hat H. v. Euler 
die Frage niher zu beleuchten begonnen. Mit der Vorstellung 
als Ausgangspunkt, daB die katalytischen Wirkungen von sowohl 
Sauren (Wasserstoffionen)*) als Enzymen erst nach der Ver- 
einigung von Katalysator und Substrat zustande kommen, hat 
namlich H. v. Euler durch spezielle Annahmen iiber die Natur 
der reaktionsvermittelnden Molekiile und die verschiedenen 
Affinititskrifte zwischen Substrat und Katalysator eine Auf- 
fassung iiber die Konzentrationen dieser reaktions- 
vermittelnden Molekile zu erhalten gesucht. An einem 
speziellen Fall, der Inversion des Rohrzuckers durch Salz- 
siure einerseits und Saccharase andererseits, wurde eine Uber- 
schlagsrechnung angestellt*), um die hypothetische Annahme zu 
priifen, ,da8 der gleichen Anzahl Molekiile Substratkatalysator 
die gleiche Reaktionskonstante entspricht, sowohl wenn der 
Katalysator Saccharase, als wenn er Salzsiure ist“. Die mit 
den gemachten Voraussetzungen berechneten molaren Konzentra- 
tionen des Enzyms lassen sich mit den Anhaltspunkten hieriiber, 
welche man in anderer Weise (wie aus Vergiftungserscheinungen 
durch kleine Mengen gewisser als ,,Gifte bezeichneten Stoffe) 
erhalten hat, gut vereinbaren. 





1) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 74, S. 188 (1904); 
E.F. Armstrong u. R.J. Caldwell, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, 8.526 
(1904); Bd. 74, S. 195 (1905). | 

*) H.v. Euler, Zs. physik. Chem. Bd. 82, S. 348 (1900); Bd. 36, 
S, 641 (1901); Bd. 47, S. 358 (1904). 

8) H. v. Euler, Chem. Ber, Bd. 55, 8. 3588 (1922); diese Zs. Bd. 143, 
S. 79 (1925) und zwar S. 85ff.; Institut International de Chimie Solvay: 
Deuxiéme Conseil tenu 4 Bruxelles (avril 1925). 
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Einige quantitativen Berechnungen dieser Art betr. der 
Glucosidspaltungen sollen nicht hier angestellt werden. In 
AnschluB an die Versuche von R. Kuhn und H. Sobotka?) 
iiber dieses Thema, will ich aber einige Versuche mitteilen, 
welche urspriinglich mit der Absicht ausgefiihrt wurden, die 
Frage, ob die bei der enzymatischen Hydrolyse gefundene 
bedeutend langsamere Spaltung des Arbutins im Verhiltnis 


Tabelle 386. 


Enzymhydrolyse des Salicins und Arbutins. 35,5 mg Priparat FP, 
in jeder Versuchsmischung von 50ccm. Optimale Aciditit (pq = 4,4 
bzw, 4,1). Temp. 30,00° + 0,05 ° 























a Minuten Drehung k-10* 
Salicin 0 —0,97 _ 
(0,035 n.) 12 —0,48 166 

16 —0,34 152 160 

20 — 0,20 161 

co +0,50 ee 
Arbutin 0 — 0,97 (14,3) 
(0,036 n.) 80 —0,65 13,0 

160 —0,44 11,8 

220 — 0,82 11,2 

00 +0,53 _ 





Tabelle 37. 
Siurehydrolyse des Salicins und Arbutins. 0,05 n-HCl. Temperatur 

















77,0° + 0,3° 
Substrat , : 
(Konz.) Minuten Drehung | k+10 
(0,041 n) 80 —1,07 118 
105 —0,92 121 $117 
175 —0,64 118 
Arbutin 0 —1,49 wa 
(0,041 n) 40 —0,94 297 
95 — 0,38 301 
112 ose 304 500 
165 +0,07 298 
a +0,81 sone 














1) R. Kuhn u. H. Sobotka, Zs. physik. Chem. Bd. 109, S. 65 (1924). 
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zu der Spaltung des Salicins auch bei der Séurespaltung vor- 
liegt, beantworten zu kénnen. 

Die vergleichenden Versuche sind in den vorstehenden 
Tabellen 36 und 37 wiedergegeben. 

Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Affinitaten zu 
Salicin und Arbutin wird bei gleichen Konzentrationen der 
Enzym-Substratverbindungen das Verhiltnis der Reaktions- 


koeffizienten bei Salicin- und Arbutinspaltung berechnet zu 


160 45. 
Qrorym = 14,3 : 54 ein 9,3 





denn in 0,035 n-Salicinlésung ist die Salicin—Enzymverbindung 
(Ky = 33) zu 54°/, in undissoziierter Form vorhanden, wahrend 
die Arbutin—Enzymverbindung (Ky = 23) in 0,036 n-Lésung 
zu 45°/, in undissoziierter Form vorhanden ist. 

Bei der Saiurehydrolyse der beiden Glucoside liegen aber 
die Verhiltnisse umgekehrt. In 0,05n-HCl-Liésung warde Ar- 
butin etwa 2,6mal schneller als Salicin gespalten. Die Ver- 
hiltnisse sind also hier Ahnlich wie bei den von R. Kuhn und 
H. Sobotka untersuchten Glucosiden Salicin : §-Phenylglucosid, 
die Differenzen der Enzym- und Saurehydrolyse treten aber 
bei Salicin: Arbutin noch stirker hervor. 


: Tabelle 38. 
Vergleich von Enzym- und Saurehydrolyse des Salicins, §-Phenyl- 




















glucosids und Arbutins. 
Cr 
Substrat Oneinen a — 
Salicin : 8-Phenylglucosid. . 8,3 + 0,5 0,46 18 
Salicin: Arbutin . . ... 9,3 0,39 24 





Die groBe Parallelitat zwischen 6-Phenylglucosid und Ar- 
butin ist aus diesen Zahlen deutlich ersichtlich. Die Paralle- 
litat beziiglich der Affinitéten zu den beiden Glucosiden wurde 
auch schon in Abschnitt VII hervorgehoben. 

Beziiglich der Aktivitits-p,-Kurven ist aber diese Paral- 
lelitit augenscheinlich nicht mehr vorhanden, Nach R. Will- 
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staitter und G.Oppenheimer sollte namlich das p,,-Opti- 
mum der #-Phenylglucosidspaltung sehr breit sein, mit der 
Maximalgeschwindigkeit der Spaltung bei p,, = etwa 5, wihrend 
aber sowohl nach den zitierten Autoren wie nach den Ver- 
suchen in Abschnitt VI dieser Arbeit das p,-Optimum der 
Arbutinspaltung bei p,, = 4,1 liegt. Allerdings scheint, nach 
den divergierenden Angaben der beiden Arbeiten betr. Helicin, 
die Lage des Optimums bei der #-Phenylglucosidspaltung nicht 
ganz sicher gestellt zu sein. 





Die ganz besonderen Verhiltnisse bei der Hydrolyse des 
Arbutins (wie auch des @-Phenylglucosids) scheinen durch die, von 
den anderen Glucosiden eventuell abweichenden, sauren oder 
basischen Eigenschaften des Glucosids allein nicht erklirt 
werden kénnen. Man kann sich somit fragen, inwieweit aber 
der Ubergang R. v. M. I. —> R.v.M. IL durch einige spezi- 
fische Eigenschaften der Arbutin—Enzymverbindung sowie durch 
die Aciditét in besonderer Weise beeinfluBt werden kann. Bezgl. 
Arbutin hat man dabei auch mit der eventuellen Mitwirkung 
der freien aromatischen Phenylhydroxylgruppe des Hydrochinon- 
restes zu rechnen. 


X. Hemmung der §-Glucosidasewirkungen durch die Spaltungs- 
produkte der Glucoside und durch ahnliche Stoffe. 


Es ist eine sehr oft beobachtete Tatsache, daB die Enzym- 
wirkungen durch die Spaltungsprodukte der Substrate in 
gréBerem oder kleinerem Betrage gehemmt werden. So wurde 
von G. Tammann!’) die Unvollstindigkeit mancher Enzym- 
reaktionen in der Hauptsache auf den hemmenden Einflu8 der 
Reaktionsprodukte zuriickgefiihrt. Tammann hat auch die 
verschiedenen Hemmungserscheinungen bei dem Zusatz ver- 
schiedener Stoffe zu den Reaktionsmischungen diskutiert und 
er unterscheidet 3 Fialle?): 1. Der Zusatz wirkt nur verindernd 





1) G. Tammann, Diese Zs. Bd. 16, 8, 271 sreaspip 
2) G. Tammann, a. a. O. S. 325. 
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auf das Lésungsmittel, in dem die Reaktion vor sich geht. 
Die Folgen davon sind (nach Tammann) sehr geringe Be- 
schleunigungen oder Verzégerungen der Reaktion. 2. Der 
Zusatz fihrt das Ferment in die wirkungsfahige, aber unter 
den durch den Zusatz hervorgerufenen Bedingungen nicht 
wirkende Fermentmodifikation tiber. 38. Das Ferment zerfallt 
unter dem Einflu8 des Zusatzes in andere Stoffe, aus denen 
es sich nicht wieder zuriickbilden kann. Die besprochene 
Wirkung der Spaltungsprodukte zahlt Tommnan zu dem 
zweiten der oben zitierten Fille. 3 

Wenn wir die nunmehr mehr eingehend untersuchten 
Hemmungserscheinungen bei Zusatz verschiedener Stoffe nach 
ihren Wirkungen einteilen wollen, kénnen wir besonders die 
folgenden Fille unterscheiden: 

1, Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Beschlag- 
nahme eines Teils des Enzyms (durch das Massenwirkungs- 
gesetz geregelte Konkurrenz von Substrat und ,hemmenden 
Stoffen* um das Enzym: Anderung der Konzentration der 
R. v. M. J). 

2. Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Anderung 
der Natur des Lésungsmittels oder durch Anderung der Zerfalls- 
geschwindigkeit des Enzym—Substrats (Anderung der Konzen- 
tration der R. v. M. II). 

3. Teilweise oder vollstindige Vernichtung der Aktivitat 
durch reversible ,,Vergiftungen“ (gewisse Schwermetallsalze und 
einige organische Stoffe usw.). | 

4. Irreversible Inaktivierungserscheinungen (Hitzeinaktivie- 
rung’), irreversible Vergiftungen durch gewisse organische Stoffe, 
Halogene usw.). 


Es wire auch méglich die Hemmungserscheinungen all- 
gemein einzuteilen in solche, welche die Konzentration der 
reaktionsvermittelnden Molekiile erster Ordnung (Enzym—Sub- 
stratverbindungen) und solche, welche die Konzentration der 
reaktionsvermittelnden Molekiile zweiter oder héherer Ordnung 





1) In einigen Fallen scheint die Hitzeinaktivierung reversibel zu 
sein [vgl. H. v. Euler und K. Josephson, Diese Zs. Bd. 145, S. 180 (1925)}. 
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herabsetzen. Auch bei den Schwermetallsalzvergiftungen diirften 
diese beiden Erscheinungen yorkommen kénnen (vgl. die Inakti- 
vierung von Saccharase durch Ag- und Hg-Salze).?) 

Wir miissen auch damit rechnen, daB gleichzeitig ver- 
schiedene Fille vorkommen kénnen. In der Tat werden wir 
im folgenden sehen, daB die Hemmungen der §-Glucosidase- 
wirkungen durch Alkohole als zusammengesetzt aus den zwei 
ersten der oben aufgezihlten 4 Fille betrachtet werden kénnen. 


1. Hemmung durch die verschiedenen Formen der 
Glucose und durch andere einfachen Zuckerarten. 


Bei der Hemmung der Zucker- und Glucosidspaltungen 
durch verschiedene einfachen Zuckerarten, wie bei den Ver- 
suchen von V. Henri’), A. Brown’), H. P. Barendrecht*), 
E. F. Armstrong®), L. Michaelis®) und in neuerer Zeit be- 
sonders von R. Kuhn’) sowie von H.v.Euler und K.Joseph- 
son®), lassen sich die Hemmungserscheinungen vielleicht zum 
groBen Teil auf die Existenz spezifischer Affinititen zu den 
verschiedenen Zuckerarten von dhnlicher Art®) wie zu den 
Substraten selbst zuriickfihren. Die groBe Spezifitat der 
Enzyme laiBt sich wie bei der Angreifbarkeit verschiedener 





‘) H.v. Euler u. O. Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 330 
(1920); K. Myrbiack, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 29 (1928). 

*) V. Henri, Thése Paris 1903. 

8) A. Brown, Jl. Chem. Soc. Bd. 81, 8, 378 (1902). 

‘) H. P. Barendrecht, Zs. physikal. Chem. Bd. 49, S. 456 (1904); 
Bd. 54, S. 867 (1906). 

5) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 78, S. 516 (1904); 
H. E. u. E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 79, S. 360 (1907). 

*) L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 
(1918); L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 
(1914); L. Michaelis u. P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914). 

7) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 284 (1923); Bd. 129, S. 57 (1928); 
Bd. 185, S. 1 (1924). 

8) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 182, §. 801 (1924); 
K. Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 62 (1924). 

*) Siehe hierzu H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr, 13 (1924); Diese Zs. Bd. 148, 8. 79 (1925); H. E. Armstrong u. 
E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 79, 8. 360 (1907). . 
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Substrate auch durch das verschiedene Hemmungsvermiégen 
erkennen. Allerdings scheinen Affinitaten auch zu solchen 
Zuckern vorhanden sein kénnen, auf deren Derivate sich die 
Angreifbarkeit nicht erstreckt. Das hangt vielleicht damit 
zusammen, da8 die Affinitit zu dem einen Spaltungsprodukt 
(Zucker) nicht allein bestimmend fir die Affinitit zum Substrat 
sein kann, sondern daf diese letztere Affinitét als zusammen- 
gesetzt aus den zwei Affinitaten zu den beiden Spaltungs- 
produkten betrachtet werden kann. Die Konfiguration des 
Substrates kann hiernach von ausschlaggebender Bedeutung 
sein, in der Weise, daB die gegenseitige Lage der beiden 
Teilaffinitaten fir die Angreifbarkeit bestimmend sein kann 
(w- und f#-Methylglucosid). 

Zur Beantwortung der Frage, ob die beobachtete Hemmung 
auf eine solche Affinitit zum Enzym zuriickgefihrt werden 
kann, hat man Versuche bei verschiedenen Substratkonzentra- 
tionen auszufiihren oder man schliebt aus Versuchen mit 
verschiedenen Substraten, deren Affinititen zum 
Enzym verschieden sind, inwieweit eine wirkliche Affinitits- 
konstante zu dem hemmenden Stoff vorhanden ist, wie der 
Verfasser im Falle der Saccharase und Raffinase zum ersten- 
mal getan hat: Aus den experimentell gefundenen Hemmungen 
der Spaltungsgeschwindigkeiten bei Anwendung von einerseits 
Rohrzucker und andererseits Raffinose als Substrat bei Zusatz 
von Fructose und Glucose zum Reaktionsgemisch wurden 
die Affinititskonstanten der Fructose—Enzymverbindung und 
Glucose—Enzymverbindung berechnet. Die so erhaltenen Werte 
von Ky, fir Fructose und Ky, fiir Glucose (9 bzw. 6,4) er- 
wiesen sich als unabhingig von dem angewandten Substrat, 
trotz der rund 15mal gréBeren Affinitatskonstante der Rohr- 
zucker—Saccharaseverbindung als der entsprechenden Konstante 
der Raffinose—Saccharaseverbindung. 

Eine nicht weniger genaue Ubereinstimmung der Be- 
rechnungen wurde nun bei der Untersuchung der Hemmung 
durch Glucose bei der Spaltung von f-Methylglucosid und 
Salicin gefunden. Bei diesen Substraten sind die Affinitits- 
konstanten der Enzym—Substrate noch mehr differierend als 








a 
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bei Rohrazucker und Raffinose namlich Xy,,,,= 33 und 
Kyu f-Methylgluc. i 1,4. 

Die experimentellen Daten finden sich betr. der 8-Methy]- 
glucosidspaltung in der Tab. 39 und betr. der Salicinspaltung in 
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Tab. 40. Die Berechnung der verschiedenen Anfangsgeschwindig- 
keiten geschah in diesen Fallen in graphischer Weise (s. Fig. 17 ). 

Wie bei der Saccharase wurden die Berechnungen von XK, 
(Dissoziationskonstante der angenommenen Glucose-f-Glucosi- 
daseverbindung) unter Anwendung der von IL. Michaelis und 
M. Menten’) abgeleiteten Formel ausgefihrt: 

G-K., 
~~" (S + K,,)+(%/% — 1)? 








1) L. Michaelis u. M. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 833 (1913). 
Uber weitere Anwendungen dieser Formel siehe L. Michaelis u. 
P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 60, 8. 62 (1914); K. Josephson, Diese Zs. 
Bd. 136, 8. 62 (1924); H. v. Euler u. K. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi Bd.9, Nr. 7 (1924); Diese Zs. Bd. 186, 8. 80 (1924); Y. Hattori, 
Biochem. Zs. Bd. 150, 8.150 (1924); vgl. auch H. v. Euler, Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 13 (1925); Diese Zs. Bd. 143, 8. 79 (1925); 
K. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 20 (1925). 
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in welcher Formel also die eingehenden Gré8en folgende Be- 
deutung haben: 
K,,, = Dissoziationskonstante der Enzym—Glucoseverbindung 
(Kn, = 1/Ku,), 
K,, = Dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbindung 
(Ky = 1/Ku), 
S = Molare Konzentration des Substrats , 
G = Molare Konzentration der Glucose (des hemmenden 
Stoffes) , 
v, = Anfangsgeschwindigkeit beim Versuch ohne Glucose, 
v = Anfangsgeschwindigkeit beim Versuch mit Glucose. 


Tabelle 39. 


Hemmung der §-Methylglucosidspaltung durch Glucose. 62,5 mg 
Priparat #, in 50 cem. 




















: Relative 
Konzeutration 
; ‘ Drehungs-| Anfangs- es 
des og a wal ~ Min. | Drehung |’; 14 erung | geschwindig- | ”° / 
keit 
0,1 n-#-Methylglu- 0 — 0,90 _ 100 em 

cosid 475 — 0,44 0,46 
700 | —0,25 0,65 
ao +1,34 2,24 

0,1 n-6-Methylglu- 0 —0,07 _ 79 1,27 
cosid 500 | +0,31 0,38 
0,055 n-Gleichgew.- | 700 +0,43 0,50 
Glucose ao +2,17 2,24 

0,1 n-6-Methylglu- 0 | +0,79 — 66 1,52 
cosid 500 +1,11 0,32 
0,11 n-Gleichgew.- | 720 +1,23 0,44 
Glucose oo + 3,03 2,24 

0,165 n-6 - Methyl- o| 1,44 oe 100 — 

glucosid 415 — 0,76 0,68 
700 | —0,48 1,01 
ao +2,15 8,59 

0,165 n-# - Methyl- 0 — 0,60 — 81 1,23 
glucosid 500 — 0,02 0,58 
0,055 n-Gleichgew.- | 700 +0,18 0,78 
Glucose eo + 2,99 3,59 

0,165 n-(- Methyl- o| +0,26 ~ 70 1,43 
lucosid 500 +0,75 0,49 
0,11 snilichaew.- 720 + 0,93 0,67 
Glucose a0 + 3,85 3,59 
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Tabelle 40, 


Hemmung der Salicinspaltung durch die verschiedenen Formen der 
Glucose. Konzentration des Salicins 1°/, (0,035n.). 46 mg , in 50 cem. 

















Relative 
Konzentration : Drehungs-| Anfangs- 
der Glucose Min. | Drehung inderung | geschwindig- | ”° i? 
keit 
Ohne Zusatz 0 (—1,04) ~~ 100 —_ 
65 | —Lal (0,08) 
6 —0,67 0,37 
10 ~ 0,50 0,54 
1°/, a- Glucose 0 (—0,23) ae 92 1,09 
0,5 | —0,20 (0,08) 
6 +0,11 , 
10 +0,26 0,49 
1°), Gleichgew.- 0 (—0,27) a 86 1,16 
Glucose 0,5 — 0,24 (0,03) 
6 + 0,05 , 
10 +0,19 0,46 
2°/, a-Glucose 0 (+0,54) —_ 80 1,25 
0,5 | +0,565 | (0,025) 
6 +0,84 
10 +-0,98 0,44 
2°/, a-Glucose 0 (+0,52) — 82 1,22 
0,5 | +0,55 | (0,03) 
6 +0,83 0,31 
10 +0,96 0,44 
2°/, Gleichgew.- 0 (+0,53) — 75 1,33 
Glucose 0,5 +0,55 (0,02) 
6 +0,81 0,28 
10 +0,95 0,42 
2°/, 6-Glucose 0 (+0,55) — 78,5 1,36 
0,5 | +0,57 (0,02) 
6 +0,82 0,27 
10 +-0,97 0,42 
Ohne Zusatz 0 (— 1,02)” -- 100 — 
0,5 | —0,99 (0,08) 
6 — 0,65 0,37 
10 — 0,47 0,55 

















Unter Anwendung der oben erwahnten Formel sind die 
in den folgenden Tabellen angegebenen Werte von X,, und 
Ky, = 1/K,, fiir die verschiedenen Formen der Glucose be- 
rechnet. 














” 
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Tabelle 41. 
-Methylglucosid: K,, = 0,71. Ky = 1,4. 


























Konzentration 
des Glucosids und der 0/0 K Ky 
Glucose ” : 
0,1 n-Methylglucosid 
0,055n-Glucose . . . . tat 0,18 5,6 
0,1n-Methylglucosid. . . 
0,11 ag oa es 0,185 5,4 
0,165 n-Methylglucosid . 
maa... a 0,195 5,1 
0,165 n-Methylglucosid. . 
0,11 n-Glucose - ca _ 0,21 4,8 


Mittel fiir Gleichgewichtsglucose K m, = 5,2. 


Tabelle 42. 
Salicin: KL, = 0,030. Ky = 33. 








Konzentration 
des Glucosids und der Vo/v ey Ky 
Glucose 1 








0,035 n-Salicin. . 
0,055 n-«-Glucose . 


0,035 n-Salicin . 





1,09 0,28 3,6 











0,055 n-Gleichgew. -Glucose 1,16 0,16 6,2 5 cue 

0,085n-Salicin. . . . . ° bye 

0,11 n-a-Gueose ... . 1,25 0,205 4,9 Mik ae 

0,035 n-Salicin . , 

0,11 n-a-Glucose . ise O28 4,3 

0,035 n-Salicin. . . 

0.11 n-Gleichgew.- - Glucose i— 0,155 6,4 : 

0,035 m-Salicin. . . . . re 

0,11 n-§-Glucose . iv Cet ‘fl ae 
Mittel fiir «-Glucose. . . . . Ky = 4,3. fe 
Mittel fir Gleichgewichtaglucose Ky = 6,8. Aa 


Die aus den verschiedenen Versuchsreihen mit diesen 
beiden Glucosiden berechneten Werte stimmen gut iiberein; 


besonders in Anbetracht der besprochenen sehr differierenden  . 
7* ax 
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Affinititen der #-Glucosidase') zu den zwei Glucosiden 
(Katgaticin ? Xtp-metnyiginc. = 23: 1,4 = 24:1) ist es bemerkenswert, 
daB die Werte von Ky nicht gréBere Variationen zeigen. 
Diese Versuche kénnen wir also gleichzeitig als eine Stiitze 
der in Abschnitt VIL berechneten Affinititskonstanten der 
Salicin- und #-Methylglucosid-6-Glucosidaseverbindungen an- 


Tabelle 43. 
Hemmung der Helicinspaltung durch die verschiedenen Formen der 
Glucose. 55 mg Priparat H, in 50 ccm. Konzentration des Helicins 
0,033 n. 











Konzentration . : 
der Glucose Min.  Drtang k +104 





k rel, | V,/0 








Ohne Zusatz (—0,87) a 


—0,80 on 
—0,18 | 622 
+0,04 | 609 oy 1 = 
+0,48 ion 


(—0,10) 
— 0,08 


ton sat 566] 92 1,09 


+1,25 — 
(- 0,06) 


es 
ace | oe \ 554] 90 1,11 


aus © 
a. 


0,055 n-«-Glucose 


2° 
or 


gan 


0,055 n-Gleichgew.- 
Glucose 


‘o 


+0,80 | 55 
+1,29 


(+0,69) 
+0,75 
+1,82 | 54 
+1,54 | 58 
42,04 


(+0,74) si 
+0,79 _ 
+1,88 | 499 
+153 | 478 489 79 1,26 
+2,09 ~ 


geArSS 


0,11 n-«-Glucose 


anos 
8 on 


: 5481 88 1,185 


0,11 n-Gleichgew.- 
Glucose 


oo 

















grroeso 





1) Von erheblichem Interesse scheint mir die Tatsache zu sein, daB 
die Affinitit der «-Glucosidase zur Glucose rund 5 mal gréBer als die 
Affinitét zu o«-Methylglucosid zu sein scheint [L. Michaelis u. P. Rona, 
Biochem. Zs. Bd. 60, S. 62 (1914)], also nahe dasselbe Verhiltnis wie bei 
8-Glucosidase. 
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sehen und als einen Beweis fiir die Anwendbarkeit des 
Massenwirkungsgesetzes in der hier angewandten Form. 
Betrachtet man die Enzym—Substratverbindungen und Enzym— 
Glucoseverbindungen als Adsorptionsverbindungen, so diirfte eine 
solche Ubereinstimmung der Berechnungen ziemlich schwer zu 
erklaren sein. 

Das untersuchte Enzympriparat zeigte eine nicht unwesent- 
liche Affinitét auch zu der a-Glucose, was die Angaben von 
R. Kuhn), da8 die #-Glucosidase nur Affinitat zu derjenigen 
Form der Glucose haben sollte, auf deren Derivate die Angreif- 
barkeit beschrankt ist, widerspricht. Es ist auffallend, daB hier 
dieselben Widerspriiche wieder auftreten, wie vorher bei der 
Untersuchung verschiedener Saccharasen. ”) 

Die Hemmung der £-Glucosidasewirkung durch die beiden 
Formen der Glucose ergibt sich auch aus den Versuchen mit 
Helicin als Substrat, welche in der Tab. 43 mitgeteilt sind. 
Um die Mutarotation wegzuschalten wurde eine méglichst groBe 
Enzymmenge gewahlt. 


























Tabelle 44. 
Helicin: K,, = 0,016. K,, = 62. 
Konzentration 
des Helicins und der v/v En, Ky 
Glucose ; 
0,033 n-Helicin . 
0, 055 n-a-Glucose . : 1,00 0,20 5,0 
0,033 n-Helicin. . . 
0 055n-Gleichgew. -Glucose teth 0,165 | 6,1 
0,083 n-Helicin. 
0,11 n-a-Glucose . ici 0,265 8,8 
0,083 n-Helicin. . . 
0, 11 n- Gleichgew. - - Glucose _ ore 71 
Mittel fiir a-Glucose. . ... Ky, = 4,4. 


Mittel fiir Gleichgewichtsglucose K,, = 6,6. 


1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, 8. 284 (1928) und zwar S. 240ff. 

*) Nach den neuesten Angaben von R. Kuhn [Liebig, Ann. der 
Chem. Bd. 443, S. 1 (1925)] findet man soleche Unregelmifigkeiten auch 
bei den Amylasen wieder. 
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Die Berechnung der Dissoziations- und Affinitétskonstanten 
ergab die in der Tab. 44 mitgeteilten Werte, welche ja inner- 
halb der Fehlergrenzen mit den aus den Hemmungen der 
Salicin- und #-Methylglucosidspaltungen ermittelten Werten 
iibereinstimmen. 

Die Untersuchung der Hemmung der Arbutinspaltung durch 
Glucose (Gleichgewichtsform) ergab als Resultat, daB das 
arbutinspaltende Enzym zu Glucose dieselbe Affinitiit wie die 
6-Methylglucosidase besitzt: 


Tabelle 45. 
Hemmung der Arbutinspaltung durch Glucose. 71mg Priparat 2, 














in 50 ccm. 
Konzentration 7 
des Arbutins und der}| Min. | Drehung] £&- 10° k rel. v/v 
Glucose 
0,037 n-Arbutin 0 — 1,00 (192) 100 ~- 
50 | —0,71 181 
100 | —0,50 170 
0,037 n-Arbutin 0 +0,52 (151) 79 1,27 
0,10 n-Glucose 50 +0,75 141 
100 | +0,92 | 131 
00 42,06 “ioe 

















Unter Zugrundelegung von X,, = 0,042 fiir Arbutin be- 
rechnet sich aus diesem Versuch X,,, = 0,195 und Ky, = 5,1 
fir die in der Lésung vorhandene Gleichgewichtsform der Glucose. 

Wie schon L. Michaelis und M. Menten gefunden haben, 
ist die Hemmung der Saccharasewirkung durch einfache Zucker- 
arten nicht auf die Spaltungsprodukte des Rohrzuckers be- 
schriinkt, sondern auch andere einfache Zuckerarten zeigen 
eine ahnliche Hemmung, welche auf eine Affinit’t zwischen 
dem Enzym und dem hemmenden Zucker zuriickgefiihrt werden 
kann. Diese Versuche tiber Hemmung der Saccharasewirkung 
haben H. v. Euler und K. Josephson?) und spiter R. Kuhn?) 
auf mehrere Zuckerarten und neieRe wea wobei 





') H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, 8. 301 ~~ 
*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, S. 1 (1924). 
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auch der EKinflu8 der Mutarotationsisomerie der Zuckerarten 
beriicksichtigt wurde. 

Um einen Vergleich der Ergebnisse bei Saccharase mit 
den hier unten beschriebenen neuen Ergebnissen beziiglich der 
8-Glucosidase zu erleichtern, wird in der Tab. 46 eine von 
H. v. Euler und K. Josephson mitgeteilte Zusammenstellung 
der Resultate iiber die Hemmung der Rohrzuckerspaltung 
(Saccharase aus Unterhefe H) bei Zusatz von verschiedenen 
einfachen Zuckerarten wiedergegeben. 


Tabelle 46. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch verschiedene Zuckerarten. 


























u 
aes Hemmung durch 

o-Form 8-Form 
Glucose... . hemmt hemmt 
Fructose. . . . Gleichgewichts-Fructose hemmt 9 
Mannose. .. . Gleichgewichts-Mannose hemmt 7. 
Galaktose ... hemmt nicht oder schwach - 
Arabinose . . . hemmt nicht oder schwach ES 
pT hemmt = 
Rhamnose .. . hemmt nicht oder schwach ae 


Schon in der Originalarbeit wurden die Ergebnisse hervor- 
gehoben, ,,da8 die den Konfigurationen nach iibereinstimmenden 
Zuckerarten Glucose und Xylose auch unter sich darin iiberein- 
stimmen, daB bei beiden auch die aw-Formen eine ausgeprigte 
Affinitat zu unserer Saccharase zeigen“, wihrend ,,bei den 
beziiglich der Konfiguration auch unter sich iibereinstimmenden, 
jedoch von der Glucose bzw. Xylose hinsichtlich der Atom- 
gruppierungen um das 4. Kohlenstoffatom abweichenden Zucker- 
arten Galaktose und Arabinose, die «-Form keine ausgeprigte 
Affinitaét zur Saccharase zu besitzen scheint“. 

Bei der Diskussion der experimentellen Resultate haben 
H, v. Euler und K. Josephson darauf aufmerksam gemacht, 
,a@aB Verschiedenheiten in der Wirkung der a- und #-Form 
im hohen Grade von der iibrigen Konfiguration der Zucker- 
arten abhaingen“ und die Méglichkeit besonders betont, ,,aus 
den Affinititsverhiltnissen verschiedener Zucker zu Saccharase 
Kinblicke in feinere Konstitutions- und Konfigurationsunter- 
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Die Berechnung der Dissoziations- und Affinitétskonstanten 
ergab die in der Tab. 44 mitgeteilten Werte, welche ja inner- 
halb der Fehlergrenzen mit den aus den Hemmungen der 
Salicin- und #-Methylglucosidspaltungen ermittelten Werten 
iibereinstimmen. 

Die Untersuchung der Hemmung der Arbutinspaltung durch 
Glucose (Gleichgewichtsform) ergab als Resultat, daS das 
arbutinspaltende Enzym zu Glucose dieselbe Affinitit wie die 
8-Methylglucosidase besitzt: 


Tabelle 45. 


Hemmung der Arbutinspaltung durch Glucose. 71mg Priparat £, 














in 50 ccm. 
Konzentration : 
des Arbutins und der} Min. | Drehung} 4&- 10° k rel. v/v 
Glucose | 
0,037 n-Arbutin 0 — 1,00 (192) 100 -- 
50 | —0,71 181 
100 | —0,50 170 
0,037 n-Arbutin Oo | +0,52 (151) 79 1,27 
0,10 n-Glucose 50 +0,75 141 
100 | +0,92 131 
ao + 2,06 —_— 

















Unter Zugrundelegung von X,, = 0,042 fiir Arbutin be- 
rechnet sich aus diesem Versuch X,, = 0,195 und Ky = 5,1 
fir die in der Lésung vorhandene Gleichgewichtsform der Glucose. 

Wie schon L. Michaelis und M. Menten gefunden haben, 
ist die Hemmung der Saccharasewirkung durch einfache Zucker- 
arten nicht auf die Spaltungsprodukte des Rohrzuckers be- 
schrinkt, sondern auch andere einfache Zuckerarten zeigen 
eine abnliche Hemmung, welche auf eine Affinitat zwischen 
dem Enzym und dem hemmenden Zucker zuriickgefiihrt werden 
kann. Diese Versuche itiber Hemmung der Saccharasewirkung 
haben H. v. Euler und K. Josephson?) und spiter R. Kuhn?) 
auf mehrere Zuckerarten und Zuckerderivate erweitert, wobei 





*) vy. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, 8. 301 (1924). 
*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, S. 1 (1924). ese 
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auch der Kinflu8 der Mutarotationsisomerie der Zuckerarten 
beriicksichtigt wurde. 

Um einen Vergleich der Ergebnisse bei Saccharase mit 
den hier unten beschriebenen neuen Ergebnissen beziiglich der 
8-Glucosidase zu erleichtern, wird in der Tab. 46 eine von 
H. v. Euler und K. Josephson mitgeteilte Zusammenstellung 
der Resultate iiber die Hemmung der Rohrzuckerspaltung 
(Saccharase aus Unterhefe H) bei Zusatz von verschiedenen 
einfachen Zuckerarten wiedergegeben. 


Tabelle 46. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch verschiedene Zuckerarten. 























Tucker Hemmung durch 

o-Form 8-Form 
Glucose... . hemmt hemmt 
Fructose. . . . Gleichgewichts-Fructose hemmt 99 
Mannose. .. . Gleichgewichts-Mannose hemmt - 
Galaktose .. . hemmt nicht oder schwach i 
Arabinose . . . hemmt nicht oder schwach e 
a hemmt in 
Rhamnose . . . hemmt nicht oder schwach as 


Schon in der Originalarbeit wurden die Ergebnisse hervor- 
gehoben, ,,da8 die den Konfigurationen nach iibereinstimmenden 
Zuckerarten Glucose und Xylose auch unter sich darin iiberein- 
stimmen, daB bei beiden auch die w-Formen eine ausgeprigte 
Affinitat zu unserer Saccharase zeigen“, wihrend ,,bei den 


beziiglich der Konfiguration auch unter sich iibereinstimmenden, | 


jedoch von der Glucose bzw. Xylose hinsichtlich der Atom- 
gruppierungen um das 4. Kohlenstoffatom abweichenden Zucker- 
arten Galaktose und Arabinose, die «Form keine ausgeprigte 
Affinitaét zur Saccharase zu besitzen scheint“. 

Bei der Diskussion der experimentellen Resultate haben 
H. v. Euler und K. Josephson darauf aufmerksam gemacht, 
,daB Verschiedenheiten in der Wirkung der «- und #-Form 
im hohen Grade von der iibrigen Konfiguration der Zucker- 
arten abhangen“ und die Méglichkeit besonders betont, ,,aus 
den Affinitaitsverhiltnissen verschiedener Zucker zu Saccharase 
Einblicke in feinere Konstitutions- und Konfigurationsunter- 
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schiede der Zucker zu erhalten, oder da, wo spezielle Vor- 
stellungen hieriiber bereits entwickelt worden sind, dieselben 
unter Verwendung eines Enzyms zu priifen.« Wie E. Fischer 
die Enzyme als ,,wertvolle Erkennungsmittel fiir stereochemische 
Differenzen* bei Untersuchungen iiber die Angreifbarkeit 
eines Substrates von einem speziellen Enzym erkannt 
hat, ware also zur Beantwortung gewisser Konstitutions- und 
Konfigurationsfragen auch die durch eine Gleichgewichtskon- 
stante zahlenmaBig ausdriickbare Affinitat eines Stoffes zu 
einem Enzym verwertbar. 

Im Anschlu8 hieran hat der Verfasser gemeinschaftlich 
mit O. Svanberg?) in Zusammenhang mit dem Hinweis auf 
eine gewisse Parallelitat zwischen den Affinititsverhiltnissen 
des Zuckerpaares Glucose... Xylose einerseits und Galak- 
tose.,. Arabinose andererseits und dem Reaktionsvermégen 
der verschiedenen Formen dieser Zuckerarten mit Aceton- 
Salzsiure darauf aufmerksam gemacht, daB diese Erscheinungen 
yin der Diskussion der geeignetsten Formelbilder der 
a- und #-Formen der Monosaccharide beriicksichtigt werden 
sollen“. Wie schon damals besonders betont wurde, sind die 
Versuchsergebnisse dieser Art noch ungeniigend zu einem um- 
fassenden Vorschlag tiber die Bezeichnung der @- und f-F'ormen 
der Zucker*), und die Ergebnisse miBten mit weiteren Studien 
erginzt werden. 

Von groBem Interesse scheint mir nun die Tatsache zu 
sein, dab auch bei der #-Glucosidase dieselbe Paralle- 
litat beziiglich der Hemmung der Enzymwirkung durch 
a-Glucose...f-Xylose, sowie @-Glucose...a-Xylose 
giiltig ist, wie vorher bei der Saccharase gefunden 
worden ist. Aus den in der Tab. 47 mitgeteilten Versuchen 





1) O. Svanberg u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 57, S. 297 
(1924). 

*) Die Erérterungen C.S. Hudsons u. F. P. Phelps [Jl. Amer. 
Chem. Soc. Bd. 46, S. 2591 und zwar 2595 (1924)] kénnen unseren Stand- 
punkt, daB solche experimentelle Ergebnisse, wie die besprochenen, bei 
der Beurteilung der vorliegenden Konfigurationsfrage berticksichtigt 
werden sollen, nicht aindern. 











Tabelle 47, 
Hemmung der Salicinspaltung durch verschiedene Zuckerarten. 
46 mg Priiparat HZ, in 50 cem Reaktionsmischung. 0,037 n-Salicin. 
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Zucker ; Drehungs- Goes k 
(Konz.) Minuten | Drehung Sndertng k+10 | ied. 
Ohne Zusatz 0 (— 1,08) — ‘a 
0,5 —1,00 sa se 
6 —0,68 0,35 184 
10 ~0,49 0,54 185 ace Bets 
0 +0,58 1,56 on 
a(?}-Xylose 0 (— 0,65) —_ oo 
0,066 n. 0,5 —0,68 “ ‘s 
6 — 0,36 0,29 149 
10 —0,17 0,48 159 _— Ts 
0 +0,91 1,56 os 
Gleichgew.- 0 (— 0,70) —_ — 
Xylose 0,5 — 0,67 — — 
0,066 n. 6 — 0,31 0,38 172 
10 — 0,20 0,50 168 0} 8 
oo +0,86 1,56 aa 
a (?)-Xylose 0 (—0,38) — — 
0,18 n. 0,5 “i oo ne 
6 — 0,11 0,27 188 
10 +0,06 0,44 144 ima | 
90 +1,18 1,56 oo 
Gleichgew.- 0 (—0,40) — 
Xylose 0,5 — 0,37 — oa 
0,13 n. 6 —0,08 0,82 166 
10 +0,08 0,48 160} - 7S 
0 +1,16 1,56 oo 
o-Galaktose 0 (41,41) me oe 
0,11 n. 0,5 +1,44 ‘ a 
6 +1,15 0,34 178 
10 +1,92 0,51 172 a; 8 
oo +2,97 1,56 las 
Gleichgew.- 0 (+ 1,40) — — 
Galaktose 0,5 + 1,48 — — 
0,11 n. 6 +1,73 0,38 172 
10 +1,89 0,49 164 al ile 
0 +2,96 1,56 —_ 
Gleichgew.- 0 (+ 1,40) — _ 
Galaktose 0,5 +1,48 a _— 
0,11 n, 6 +1,72 0,82 166 
10 +1,90 0,50 168 m1 o 
os +2,96 1,56 re 
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Tabelle 47 (Fortsetzung), 

















Zucker ; Drehungs- | k 
h +104 
demas Minuten | Drehung | Snderene k+10 - 
a-Arabinose 0 (+ 2,10) — ie 
0,11 n. 0,5 +2,18 one om 
6 + 2,48 0,33 172 
co +3,86 1,56 ao 
Gleichgew.- 0 (+2,14) = ae 
Arabinose 0,5 +2,16 ies Si 
0,11 n. 6 + 2,43 0,29 149 
10 +2,61 0,47 156 ill Eis 
a0 + 8,70 1,56 ae : 

















Tabelle 48. 
Versuche tiber Hemmung der Salicinspaltung durch Fructose, Rohr- 
zucker, Maltose, Lactose und Raffinose. 
0,037 n-Salicin. 46 mg Priiparat EZ, in 50 ccm. 














Zugesetzter Zucker Minuten Drehung kay 
inderung 
Ohne Zusatz .. 0 (— 1,03) - 
0,5 — 1,00 = 
6 — 0,675 0,855 
10 — 0,48 0,55 
2°/, Fructose .. 0 (— 3,78) —_— 
0,5 — 3,15 w 
6 — 3,48 0,35 | 
10 — 3,24 0,54 
2°/, Rohrzucker . 0 (+ 1,03) ~ 
0,5 + 1,06 —_ | 
6 +1,88 0,35 | 
10 +1,58 0,55 
2°/, Maltose .. 0 (+ 2,97) — : 
0,5 + 3,00 — 
6 + 3,32 0,35 
10 48,52 0,55 
2°, Lactose .. 0 (+0,65) sen 
° 0,5 +0,68 soe 
6 +1,00 0,35 
10 +1,19 0,54 
2°/, Raffinose. . 0 (+ 2,20) -_ ’ 
0,5 + 2,23 — | 
8 : +2,54 0,34 
10 42,95 0,55 
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geht namlich hervor, daB die frisch geléste Form der Xylose 
eine deutlich gréfere Fahigkeit zur Hemmung der -Gluco- 
sidasewirkung als die Gleichgewichtsform der Xylose besitzt. 

AuBer den méglichen SchluBfolgerungen, welche beziiglich 
der Konfiguration der genannten Zucker eventuell gezogen 
werden kénnen, sprechen diese Ergebnisse, wie die schon in 
Abschnitt VII, 6 besprochene Abhingigkeit der Affinitat von 
der Aciditat, fir eine bemerkenswerte Ahnlichkeit der 
»Glucose-Affinitaten“ der beiden Enzyme Saccharase 
und 8-Glucosidase. 

Wie schon E. F. Armstrong’) mitgeteilt hat, wird die 
8-Glucosidasewirkung nur unerheblich von Galaktose gehemmt. 
Die neuen Versuche zeigen, daB die Hemmung durch Galak- 
tose hauptsichlich auf die @-Form derselben zuriickzufihren 
ist. Auch betreffend Arabinose wurde die Bedeutung der Muta- 
rotationsisomerie in iibereinstimmender Weise bestitigt. 

In der Tab. 48 findet sich ein Versuch mit Fructose und 
einige Versuche mit zusammengesetzten Zuckerarten. Simt- 
liche Versuche fielen negativ aus, indem keine Hemmung ge- 
funden wurde. Beziiglich der zusammengesetzten Zuckerarten 
bestitigen sich also die bei der Saccharase gefundenen und 
diskutierten Ergebnisse. 

Die Unwirksamkeit der Fructose?) ist von Interesse, da 
sie den Beweis liefert, daB die glucosebindende Atomkombi- 
nation der @-Glucosidase keine Affinitit zu Fructose besitzt. 
Die Vermutung liegt ja nach den soeben besprochenen Ahnlich- 
keiten der Saccharase und #-Glucosidase nahe, daB dasselbe 
auch bei der Saccharase zutrifft. Die ,,Zwei-Affinitat-Theorie“ 
betr. der Saccharase findet hierdurch eine neue Stiitze. 


2. Hemmung der #-Glucosidasewirkungen durch 
Alkohole und ahnliche Stoffe. 


a) Die verschiedenartigen Hemmungserscheinungen. 
Wie wir im vorigen Abschnitt soeben gesehen haben, 
wird die Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse der 


1) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 
*) Vgl. E. F. Armstrong, a. a. O. 
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@-Glucoside durch Zusatz von Glucose (sowie von gewissen 
anderen einfachen Zuckerarten) zum Reaktionsgemisch herab- 
gesetzt, und zwar konnte diese Hemmung der #-Glucosidase- 
wirkungen durch die Annahme von spezifischen Affinitaits- 
kraften zwischen Enzym und hemmendem Stoff quantitativ 
erklart werden. 

Es schien nun von Interesse zu untersuchen, wie sich 
die anderen Spaltungsprodukte der Glucoside, oder die in 
die verschiedenen Glucoside eingehenden Alkohole beziiglich 
der vorliegenden Erscheinung verhalten. Gerade wegen der 
Verschiedenheit dieser Glucosidkomponente bei den 
verschiedenen Substraten, war es von vornherein nicht un- 
wahrscheinlich, daB aus dem event. variablen Verhalten 
dieser Alkohole Riickschlisse auf die Frage nach dem 
verschiedenen Verhalten der Glucoside selbst, also 
bezgl. der relativen Spezifitat der @-Glucosidase, ge- 
zogen werden kénnen. Wie unten gezeigt werden soll, 
hat in der Tat diese Vermutung eine iiberraschende gute Be- 
stitigung erhalten. 

Eine hemmende Wirkung von Alkoholen ist bei manchen 
Enzymreaktionen friiher mehrmals konstatiert worden. Eine 
eingehendere Untersuchung iiber die verlangsamende Wirkung 
des Athylalkohols auf die Rohrzuckerinversion durch Saccha- 
rase verdankt man C. S. Hudson und H. S&S. Paine.') Sie 
untersuchten dabei sowohl die irreversible Zerstérung der 
Aktivitét der Saccharase durch Alkohol wie die reversible 
Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Gegenwart 
von Alkohol im Reaktionsgemisch. Diese letztere Wirkung des 
Alkohols hat sich als weitgehend unabhingig von dem Reinheits- 
grad des Enzyms erwiesen. Der Verfasser*) hat naimlich bei 
der Untersuchung eines gereinigten Priparates von If = 140 
genau dieselbe Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit wie 
Hudson und Paine gefunden. Man kann also diese Ergebnisse 





1) C.S. Hudson u. H.S. Paine, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, 
S. 1850 (1910). 

*) H.v. Euler, K. Josephson u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 130, 
S. 87 und zwar 98 (1928). 
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als einen neuen Beweis betrachten fiir die bemerkenswerte 
Unabhangigkeit der Enzymwirkung von der gréBeren 
oder kleineren Beimischung (natiirlich innerhalb gewisser 
Grenzen) von Fremdstoffen, die aus dem natiirlichen Milieu des 
Enzyms stammen,dem Enzymkomplex selbst aber nicht zugehéren. 

L. Michaelis und H. Pechstein?) fihren die Hemmung 
der Saccharasewirkung durch Athylalkohol nur auf eine Ande- 
rung der Zerfallsgeschwindigkeit des Enzymsubstrates zuriick, 
wie sie auch betr. der Hemioung durch Glycerin und Man- 
nit usw. annehmen. Eine Affinitit von ahnlicher Art wie z. B. 
die zwischen Saccharase und Glucose oder Fructose bestehende, 
soll also nicht vorhanden sein, und die Herabsetzung der 
Reaktionsgeschwindigkeit soll nicht auf eine Anderung der 
Konzentration des Enzymsubstrates (R. v. M. I), wohl aber durch 
Anderung der Konzentration der Molekiilarten R. v. M. IL zu- 
riickgefiihrt werden kénnen. Dieselbe Problemstellung findet 
man auch bei der Maltase oder a«-Glucosidase wieder, woriiber 
L, Michaelis und P. Rona?) einige Versuche und Berech- 
nungen mitgeteilt haben. Bezgl. der Saccharase liegen einige 
Versuche auch von E. Bourquelot und M. Bridel*) (Methyl., 
Athylalkohol) sowie von E. Bourquelot*) allein (Glycerin) vor. 

Besonders erwihnt seien hier auch die bemerkenswerten 
Untersuchungen und Problemstellungen in der Arbeit von 
O. Meyerhof*) betr. eines eventuellen Zusaminenhanges zwischen 
den Hemmungen mancher Enzymreaktionen durch sog. ,,indiffe- 
rente Narkotica‘ und dem ,Gesetz der homologen Reihe“, 
welches bei dem Hinflu8 solcher Narkotica auf die Atmung zu 
bestehen scheint. Dieser Frage suchte Meyerhof naher zu 
treten durch eine Untersuchung, inwieweit ,,be1 den gewdhn- 





1) L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 
(1914), 

*) L. Michaelis u. P. Rona, Biochem, Zs. Bd. 60, S. 62 (1914). 

8) E. Bourquelot u. M. Bridel, Ji, de Pharm. Chim. [7] Bd. 9, 
S. 321 (1914). 

4) E. Bourquelot, C. R. Bd. 165, S. 567 (1917). 

5) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 157, S. 251 (1914). Vel. 
QO. Warburg u. R. Wiesel, Pfltigers Arch. Bd. 144, 8. 465 (1912). 
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lichen reversiblen Hemmungen eine reversible Dispersitits- 
verringerung, also eine Abnahme der Teilchenzahl und Zu- 
nahme der TeilchengréBe der kolloiden gelésten KiweiBkérper 
statifande“. Allerdings konnte der zitierte Forscher keine 
Anderung des osmotischen Druckes von EiweiBlésungen unter 
der Einwirkung der Narkotica feststellen. 

Nun ist ja die fallende Wirkung der Alkohole auf in 
Wasser geléste oder kolloidal verteilte KiweiBkérper eine alt- 
bekannte Tatsache”), und eine Anderung des Molekularzustandes 
der EiweiBkérper sowie anderer kolloidal verteilten Kérper 
unter dem Einflu8 von Alkoholen (vielleicht mit einer starker 
ausgepragten Wirkung der aromatischen Alkohole im Verhiltnis zu 
der Wirkung der aliphatischen) wird tatsichlich durch eine Reihe 
von Beobachtungen wahrscheinlich gemacht.?) Von ahnlicher 
Art wie die Wirkung auf EiweiBbkiérper dirfte nun 
die Wirkung der Alkohole auf die hochmolekulare 
(kolloidale) Saccharase*) und ahnliche Enzyme’) sein. 

Wie oben schon hervorgehoben wurde, miissen die Wir- 
kungen der Alkohole auf die Wirksamkeit der @-Glucosidase 
(sowie «-Glucosidase) héheres Interesse beanspruchen. Linige 
altere Beobachtungen itber dieses Thema liegen von E. Bour- 
quelot und M. Bridel betr. des Einflusses von Alkoholen 
auf die Gentiopikrin- und die Salicinspaltung’), Arbutin- 

1) Vgl. z. B. K. Spiro, Hofmeisters Beitr. Bd. IV, $; 300 (1903). 

*) F. Battelliu. L. Stern, Biochem. Zs. Bd. 52, S. 226, 253-1913); 
S. B. Schryver, Proc. Roy. Soc. Bd. 87, S. 366 (1914); Bd. 89, 8. 176 
(1916); J. Traube u. F. Kohler, Int. Zs. f. phys.-chem. Biol. Bd. 2, S. 42 
(1915); H. Freundlich u. P. Rona, Biochem. Zs. Bd. 81, S. 87 (1917); 
P, Rona u. P. Gyérgy, Biochem. Zs. Bd. 105, S. 133 (1920); O. Meyer- 
hof, Biochem. Zs. Bd. 86, S. 325 (1918). 

’) H. v. Euler, K. Josephson u. K. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 130, 
S. 87 (1928). 

*) R. O. Herzog u. H. Kasarnowski, Zs. f. Elektrochem. Bd. 13, 
S. 588 (1907); Biochem. Zs. Bd. 11, S. 172 (1908). 

5) E. Bourquelot u. M. Bridel, Jl. de Pharm. Chim. [7] Bd. 4, 
S. 385 (1911); Bd. 5, S. 388 (1912); Bd. 6, S. 18 (1913); Bd. 7, S. 27, 65 
(1914); C. R. Bd. 154, S. 944, 1737 (1912); Bd. 155, S. 319 (1912). Vel. 
V. Henri, Thése, Paris 1903; E. F. und H. E. Armstrong, Proc, Roy. 
Soe. Bd. 86. S. 561 (1918). 
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spaltung') und #-Methylglucosidspaltung?) vor. Einige An- 
gaben findet man auch neuerdings in der Arbeit von R. Will- af 
statter und W. Csanyi.5) Die schon in Abschnitt VII, 5 Te i 
erwahnten Beobachtungen und SchluBfolgerungen von A. Fich- at, 
tenholtz‘) tiber die Hemmung verschiedener Glucosidspaltungen ia 
durch Hydrochinon sollen spater besprochen werden. 


b) Hemmung der Salicinspaltung dureh Methyl- und Athylalkohol. : ‘ | y 
Zuerst wurden zwei Versuchsreihen mit Methyl- und Athy]- a 
alkohol in verschiedenen Konzentrationen und bei konstanter 


Salicinkonzentration ausgefiihrt. Die Versuchsergebnisse sind 
in den Tabellen 49 und 50 zusammengestellt.®) 


Tabelle 49. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Methylalkohol. 0,035 n-Salicin. 


| 


Vol.-°/, 0 5 oe ae ge me ea ee 50 ee 
Methylalkohol ot ain 
i+ 104 190 | 185 | 95 | 64 }| 49 | 805] 14,51] 9,8 at's 
i rel. 100 | 71 | 50 | 84 | 26 | 16 1,6} 5,1 
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Tabelle 50. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Athylalkohol. 0,035 n-Salicin. 











. Vol.-°/, 
Athylalkohol 


k + 10* 186 | 119 85 59 42,5 | 33 27 15 
k rel. 100 64 46 32 23 18 14,5 8 


0 5 10 15 20 25 30 40 





























1) E. Bourquelot u. M. Bridel, Ann. Chim. Phys. [8] Bd. 28, 
S. 145—218 (1913). 

*) E. Bourquelot u. M. Bridel, Jl. de Pharm. Chim. [7] Bd. 9, 
S. 104, vgl. 8. 280 (1914); vgl. M. Bridel, Jl. de Pharm. Chim. Bd. 25, 
S. 129 (1922). i 

8) R. Willstatter u. W. Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, §, 172 (1921). 

*) A. Fichtenholtz, Jl. de Pharm. Chim. [6] Bd. 30, §. 199 (1909). aX 

*) Bei den Berechnungen wurde die Anderung der spezifischen Pa | 
Drehungen in alkoholischen Liésungen beriicksichtigt [Trey, Zs. physikal. ae 
Chem. Bd. 18, S. 193 (1895); Milroy, Zs. physikal. Chem. Bd. 50, 8. 443 Tia 
(1905)). ie 
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Wie aus diesen Zablen ersichtlich ist, wurde die Hemmung 
durch Athylalkohol etwas gréBer gefunden als die Hemmung 
durch Methylalkohol. Die Hemmung durch Athylalkohol wurde 
auch bei der f-Glucosidase (Salicinspaltung) etwas gréBer 
als bei der Saccharase (Rohrzuckerspaltung) gefunden. Zum 
Vergleich werden in der Tab. 51 die Resultate von Hudson 
und Paine, sowie die des Verfassers wiedergegeben. 


Tabelle 51. 
Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch Athylalkohol. 














| 
_ Vol.%/ 
Athyl ok a 0 5 10 15 20 30 40 
k rel. 100 72 56 45 35 24 | 16 











Zur Beurteilung der Frage, ob die Hemmung der £-Gluco- 
sidasewirkung durch Alkohole ihre ganze oder teilweise Er- 
klirung durch die Annahme einer besonderen Affinitat zwischen 
Enzym und Alkohol oder nur durch eine Herabsetzung der 
Zerfallsgeschwindigkeit der 6-Glucosidase-Salicinverbindung er- 
halten kann, wurden einige Versuche mit variierender Salicin- 
konzentration ausgefiihrt. Drei Versuchsreihen mit 0,035, 
0,070 und 0,105 n-Salicin und jede Versuchsreihe mit zwei 














Tabelle 52. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Methylalkohol. 
1 °/, (0,035 n.) Salicin. 
Konia Relative 
k» 10* Reaktions- 
des Methyl- | Minuten | Drehun k- 104 oie! 
. h ‘ 6 Mittel | geschwindig- 
alkohols keit 
0 0 —0,97 ani 
10 —0,54 150 
14 —0,40 152 151 100 
18 —0,29 150 
ao +0,50 nee 
5 Vol.-°/, 13,5 —0,55 108 
18 — 0,46 103 106 70 
22.5 —0,35 106 
10 Vol.-°/, 18 —0,58 74 
26,5 — 0,42 17 15 50 
34,5 — 0,32 73 























Enzymatische Spaltung von Glucosiden. 113 y Bes) 


Tabelle 53. ae 
Hemmung der Salicinspaltung durch Methylalkohol. e 
2%, (0,070 n.) Salicin. 

















Konzentration Relative 
k + 10° Reaktions- 
- , 2 4 : 3 
yee —— re eee Mittel | geschwindig- 
= keit 
0 0 — 1,90 ak 
10 — 1,28 105 
16 — 0,96 107 105 100 
23 — 0,69 103 
a +0,98 as 
5 Vol.-°/, 18 —1,30 78 
30 — 0,72 76 
10 Vol.-°/, 18 — 1,82 54 
7 30 —0,97 56 55 52 
38 | — 0,82 54 

















Tabelle 54. 


Hemmung der Salicinspaltung durch. Methylalkohol. 
3 °/, (0,105 n.) Salicin. 














Konzentration k- 108 ss 
des Methyl- | Minuten | Drehung k+10¢ Reaktions- 
i schwindig- 
alkohols Mittel | gesebwindig 
0 0 — 2,85 wie 
10 — 2,23 67 
16,5 — 1,88 67 67 100 
26,5 —1,42 66 
6) +1,47 — 
5 Vol.-°/, 18 — 2,23 52 
19,5 — 1,96 51 51 76 
34 —1,45 50 
. 10 Vol.-°/, 15 — 2,33 37 
: 23 — 2,08 37 37 55 
34 —1,78 3b 

















verschiedenen Methylalkoholkonzentrationen (5 bzw. 10 Vol.-°/,) 
wurden ausgefiihrt. Die Versuchsergebnisse sind in den 
Tabellen 52—54 zu finden. 7 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLVII. 8 
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Bei Anderung der Salicinkonzentration wurde eine nicht voll- 
kommen konstante Herabsetzung der Spaltungsgeschwindigkeit 
gefunden; bei Erhéhung der Salicinkonzentration wurde namlich, 
bei konstant gehaltener Methylalkoholkonzentration, die relative 
Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit tatsichlich etwas ver- 
mindert gefunden. Die Anderung ist zwar ziemlich unbedeutend, 
diirfte aber auBerhalb der Grenzen der Versuchsfehler liegen. 
Kine solche Anderung der Hemmung der Reaktionsgeschwindig- 
keit deutet auf die Existenz einer gewissen Affinitit zwischen 
Enzym und hemmender Substanz, wenn auch im vorliegenden 
Falle die Affinitaét verhiltnismaiBig klein zu sein scheint. Wenig- 
stens zu einem gewissen Teil diirfte also die Verminderung 
der Reaktionsgeschwindigkeit durch Verminderung der Kon- 
zentration der reaktionsvermittelnden Molekiile erster Ordnung 
erklart werden kénnen. 

Die Berechnung einer Affinitétskonstante der bis auf 
weiteres rein hypothetischen Alkohol-§-Glucosidaseverbindung 
(in &hnlicher Weise wie bei den Glucose-@-Glucosidasever- 
bindungen) nach der Formel 

K,, » [Alkohol] 


Km, = TRL + 8) (09/0 —1) 
wirde aber, unter Anwendung des Wertes K, = 0,030 (Ky = 33) 
fir die Salicin-@-Glucosidaseverbindung, die in der Tab. 55 
wiedergegebenen Werte von X,,, und Ky, ergeben. 
































Tabelle 55. 
Konzentration K 
des Methyl-| %/” Bon, Ky, arissel 
des Salicins stents 
0,085 n 1,28 n, 1,42 1,35 0,74 one 
0,085 n 2,46 n, 2,01 1,12 0,89 , 
0,070 n 1,23 n. 1,36 1,08 0,97 +30 
0,070 n 2,46 n. 1,91 0,81 1,28 , 
0,105 n 1,28 n. 1,31 0,88 1,14 ‘se 
0,105 n 2,46 n. 1,81 0,67 1,49 ’ 


Die in dieser Weise berechneten Werte der Dissoziations- 
und Affinititskonstanten der hypothetischen Methylalkohol- 
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8-Glucosidaseverbindung zeigen nun eine regelmaBige Anderung 
sowohl mit der Salicinkonzentration wie mit der Alkohol- 
konzentration. Innerhalb jeder Versuchsreihe wurde ja immer 
ein héherer Wert von Ky, bei der héheren Alkoholkonzentration 
berechnet; bei Erhéhung der Salicinkonzentration steigen auch 
die Ky,-Werte, so daB die Affinitétskonstante bei der héchsten 
Salicin- und Alkoholkonzentration rund doppelt so groB als 
die aus dem Versuch mit den niedrigsten Konzentrationen be- 
rechnete Konstante gefunden worden ist. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, daB die Verhialtnisse in der Tat nicht so 
einfach liegen, wie bei dieser Berechnung angenommen worden 
ist. Nach unseren Erfahrungen an der Saccharase kénnen 
wir auch nicht erwarten, daB die ganze Hemmung in dieser 
Weise zu erkliren ware, denn es wurde ja keine Riicksicht 
auf die besprochene Wirkung des Alkohols auf den Molekular- 
zustand des Enzyms genommen. So liegt der Gedanke nahe, 
daB die Hemmung der #-Glucosidasewirkung durch Alkohole als 
zusammengesetzt aus zwei ganz verschiedenartigen 
Hemmungserscheinungen betrachtet werden kann, nainlich 
1. Kine, wegen der Existenz einer Affinitat zwischen Enzym 
und Alkohol, Verminderung der Konzentration der 
Molekilart R.v. M.I. 2. Die friiher besprochene, bei der 
Saccharase vorhandene Hemmung durch Anderung der Zer- 
fallsgeschwindigkeit der R. v. M. I (Enzym-Substratver- 
bindung), bewirkt event. durch ahnliche Anderungen, wie die 
durch Alkohole auf EiweiBstoffe und andere hochmolekulare 
Stoffe hervorgerufenen Wirkungen. 

Diesem Gedankengang folgend, ist es mdglich, die beiden 
Hemmungserscheinungen bei der Berechnung voneinander zu 
trennen und eine Affinititskonstante der event. vorhandenen 
Alkohol-8-Glucosidaseverbindung zu ermitteln. 

Die Berechnung soll unter Betonung ihrer natiirlich noch 
rein hypothetischen Grundlagen im folgenden wiedergegeben 
werden. 

Wir nehmen also an, daB von der experimentell beob- 
achteten Hemmung ein bestimmter Teil auf eine wegen 


der Existenz einer Affinitét zwischen Enzym und Alkohol 
g* 
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auftretende Konkurrenz zwischen Substrat und Alkohol um 
das Enzym zurickgefiihrt werden kann, wahrend ein anderer 
Teil der Hemmung durch eine Herabsetzung der Zerfalls- 
geschwindigkeit des Enzym-Substrates von der vorher be- 
sprochenen Art zu erklaren sei. Wihrend also die erste 
Hemmung von der Substratkonzentration wie bei der Hemmung 
durch Glucose abhingig sein mu8, muB die zweite Hemmungs- 
art von der Konzentration des Substrates unabhingig sein. 


Versuchsweise wihlen wir einen solchen Wert fiir diese 
letztere Hemmung, daB die bei den einzelnen Versuchen aus 
der zuriickbleibenden Hemmung erster Art berechneten Disso- 
ziationskonstanten (Affnititskonstanten) der angenommenen 
Methylalkohol-8-Glucosidaseverbindung sich einander méglichst 
gut anschlieBen. Durch Probieren wurde gefunden, daB diese 
Hemmung zweckmiBig die folgenden Werte erhalten kann. 
Werte, die von diesen Zahlen mit einer oder zwei Einheiten 
abweichen, waren auch méglich. GréBere Abweichungen sind 
aber mit der Theorie nicht vereinbar. 


Tabelle 56. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Methylalkohol wegen Herabsetzung 
der Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrates (ohne ,,Affinitat*). 

















Vol.-°/, Methylalkohol 0 5 10 
Relative ber. Reaktions- 
geschwindigkeit 100 81 64 


Die in dieser Tabelle angegebenen Werte der relativen 
Reaktionsgeschwindigkeiten beziehen sich also auf die Herab- 
setzung der Zerfallageschwindigkeit des Enzym-Substrates 
(Michaelis und Pechstein) bei dem Zusatz von Methylalkohol 
zum KReaktionsgemisch. Bei der Berechnung der Affinitit 
zwischen Enzym und Methylalkohol muB also diese Hemmung 
beriicksichtigt werden, was aber vorher nicht getan wurde. 
Die experimentell gefundenen Werte von v/v miissen also 
eine entsprechende Korrektion erhalten, um sie zu der Be- 
rechnung der Dissoziationskonstante zuginglich zu machen 
In der nachstehenden Tab. 57 sind die so _ korrigierten 
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Hemmungen, welche auf die Affinitét allein zuriickzufihren 
sind, eingeftihrt. Die daraus in gewéhnlicher Weise berechneten 
Werte von X,, und Ky, finden sich in den drei letzten 
Kolumnen der Tabelle. 


Tabelle 57. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Methylalkohol wegen Affinitiat 
zwischen Enzym und Alkohol. Berechnung von X,,, und Ky. 


+ 
J 

















Km = 0,080. 
Konzentration K K 
des Methvi %/ v Kins Mu, My (korr.) 
oa es Methy!- orr. orr. korr. Mittel 
des Salicins slkohols (korr.) (korr.) ( ) 
0,085 n. 1,23 n. 1,15 3,8 0,26 pane 
0,085 n. 2,46 n. 1,29 3,9 0,26 , 
0,070 n. 1,23 n. 1,10 3,7 0,27 ons 
0,070 n. 2,46 n. 1,22 3,4 0,29 
0,105 n. 1,28 n. 1,06 4,6 0,22 — 
0,105 n. 2,46 n. 1,16 8,4 0,29 

















Die aus den einzelnen Versuchen in der angegebenen Weise 
ermittelten Werte der Affinititskonstante der hypothetischen 
8-Glucosidase—Methylalkoholverbindung stimmen  tatsachlich 
miteinander gut iiberein. Die Variationen sind nicht gréBer 
als diejenigen, welche im allgemeinen bei der direkten 
Berechnung von Zahlen dieser Art vorzukommen pflegen, 
eher kleiner. Auf die GréBe des Zahlenwertes von Ky, werden 
wir spiter zuriickkommen. 


¢) Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin. 

Ahnliche Verhiltnisse wurden bei der Untersuchung der 
Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Spaltung des 
Salicins gefunden, wenn Saligenin zum Reaktionsgemisch ge- 
setzt wurde. Die Wirkung des Saligenins und die Variation 
der Hemmung bei Anderung der Substratkonzentration ist aber 
bei diesem aromatischen Alkohol noch gréBer als bei der 
soeben diskutierten Hemmung durch den untersuchten ali- 
phatischen Alkohol. 

Die quantitative Analyse der 8-Glucosidasewirkung geschah 
in diesem Falle reduktionsanalytisch anstatt unter Verwendung 
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der im allgemeinen in dieser Arbeit benutzten polarimetrischen 
Methode. In den verdiinnteren Lisungen dirfte nimlich die 
reduktionsanalytische Methode von G. Bertrand etwas ge- 
nauer als die polarimetrische Methode sein. Wollte man diese 
letztere Methode anwenden, wire es allerdings am vorteil- 
haftesten die Reaktion mit Sublimat anstatt mit Soda ab- 
zubrechen, wegen der leicht eintretenden Braunfarbung der 
starker saligeninhaltigen Lisungen bei alkalischer Reaktion. 


Tabelle 58. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin. 0,5°/, (0,0175 n.) Salicin. 
Endwert der Reduktionszunahme 47,2 mg Glucose. 

















Konzen- Reduktionszunahme Psa 
tration des | Minuten mg k+10* eoidiewtailic- 
cane mg Ca Glucose keit 
0%, 10 48,7 21,9 271 
15 56,0 28,4 267 $270 100 
20 66,0 83,7 272 
1°, 12 35,7 17,8 171 169 63 
(0,0805 n.) 21 51,8 26,2 167 
2°, 18,5 80,2 15,0 128 | 404 és 
(0,161 nu.) 22 42,6 . 21,8 118 
3° 14,5 27,5 13,6 102 % 
(0,242 n.) 7 42.7 214 97 sd Si 

















Tabelle 59. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin. 1°/, (0,035 n.) Salicin. 
Endwert der Reduktionszunahme 62,9 mg Glucose. 

















Konzen- Reduktionszunahme oo 
tration des | Minuten k-104 3 il 
Saligenins mg Cu mgs ie 2 ial 
Glucose keit 
0°, 9 38,5 19,2 176 
14,5 56,5 28,6 182 $177 100 
18 63,1 32,2 178 
1°), 10 31,0 15,4 122 
(0,0805 n.) 16 45,6 22,9 128 +121 68 
20 52,7 26,6 119 
2°), 12 26,8 18,0 84 
(0,161 n.) 17,5 87,2 18,5 s7$ 87 49 
22 45,6 22.9 89 
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Tabelle 60. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin. 2°/, (0,070 n.) Salicin. 
Endwert der Reduktionszunahme 125,8 mg Glucose. 
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Konzen- Reduktionszunahme bayer 
tration des | Minuten k-10* —_ taal 
Saligenins mg Cu | ,, 78 kane etd 
Glucose keit 
0°, 6 34,2 17,0 105 
13 65,6 83,5 103 
16 80,5 41.6 109 f 16 100 
22 99,0 52,1 106 
1%, . $2.8 16,8 15 
(0,0805 n.) 13 50,5 25,5 WA an 
18 70,0 35,9 81 
22 77,5 40,0 76 
2°), 11 36,0 17,9 61 
(0,161 n.) 14,5 45,1 22,6 59 5, i 
20 58,2 29,5 58 
24 68,3 35,0 59 











Tabelle 61. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin. 3°/, (0,105 n.) Salicin. 
Endwert der Reduktionszunahme 188,8 mg Glucose, 


























Konzen- Reduktionszunahme Barty 
tration des | Minuten mg k+10* ge bekutndie- 
Saligenins mg Cu Cities keit 

0°/, 7 40,0 20,0 69 
13 66,1 33,8 66 
18,5 87.7 45,7 65 ( °" 100 
22 104,3 55,1 68 
1°/, . 82,5 16,2 49 
(0,0805 n.) 16,5 62,4 31,8 49 ¢ 50 75 
26 97,0 50,9 52 
2°/, 10 84,2 17,0 41 
(0,161 n.) 18 52,2 26,4 36 | 4, i 
25 74,6 38,4 | 40 
30 92,6 48,4 43 














4 Versuchsreihen mit 0,0175, 0,035, 0,070 und 0,105n. Salicin 
wurden ausgefiihrt. Bei der ersten Versuchsreihe wurden drei 
verschiedene Saligeninkonzentrationen, bei den iibrigen zwei 
Saligeninkonzentrationen, verwendet. Die Versuchsdaten sind 
in den Tab. 58—61 zusammengestellt. 
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In ahnlicher Weise wie bei der Hemmung durch Methy]- 
alkohol wurde zuerst versucht, die totale Hemmung wie eine 
Hemmung durch eine Affinitéit zwischen Enzym und Saligenin 
zu berechnen. Die so erhaltenen Werte der Dissoziations- 
und Affinititskonstanten der hypothetischen Saligenin—Enzym- 
verbindung findet man in der Tab. 62. Wir sehen aber, in 
Ubereinstimmung mit den vorher an Methylalkohol gefundenen 
Ergebnissen, daB die in dieser Weise ermittelten Werte von 
Kk, und Ky, keineswegs konstante Gréfen darstellen, sondern 


einen ausgepragten ,Gang“ bei Anderung der Substratkonzen- 
tration zeigen. 



































Tabelle 62. 
Konzentration K 
K. M, 
- dee 9/0 Kms Ms Mittel 
des Salicins Saligenins 
0,0175 n. 0,0805 n. 1,60 0,085 11,8 
0,0175n. | 0,161 n. 2,23 0,083 21 11,7 
0,0175 n. 0,242 n. 2,70 0,090 2% 
0,035 n. 0,0805 n. 1,46 0,081 12,3 18.1 
0,085 n. 0,161 n. 2,08 0,072 13,9 , 
0,070 n. 0,0805 n. 1,38 0,064 15,7 16.2 
0,070 n. 0,161 n. 1,80 0,060 16,6 , 
0,105 n. 0,0805 n. 1,34 0,058 19,0 en 
0,105 n. 0,161 n, 1,68 0,053 19,0 , 


Wir kénnen also aus diesen Zahlen den SchluB ziehen, 
daB die Berechnung in dieser einfachen Weise nicht ausgefiihrt 
werden darf, um die wahren Werte der Dissoziations- bzw. 
Affinititskonstante der angenommenen Saligenin-§-Glucosidase- 
verbindung zu erhalten. In Ahnlicher Weise wie vorher im 


Falle des untersuchten aliphatischen Alkohols miissen wir also 
versuchen die experimentell gefundene Hemmung in den zwei 
verschiedenartigen Hemmungserscheinungen zu zerteilen. 

Die Anderung der relativen Reaktionsgeschwindigkeiten 
bei Variation der Salicinkonzentration ist in der beistehenden 
Fig. 18 fir die 2 Saligeninkonzentrationen 1 und 2°/, graphisch 
wiedergegeben. Die obere der beiden ausgezogenen Kurven 
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bezieht sich auf die niedrigste Saligeninkonzentration, wahrend 
die untere Kurve sich auf die héhere Saligeninkonzentration 
bezieht. Aus dem Verlauf der beiden Kurven sehen wir, daf 
die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sich an einen be- 
stimmten Wert nahern, wenn die Salicinkonzentration ver- 
gréBert wird. Dieser fiir jede Saligeninkonzentration ver- 
schiedene Wert, welcher in der Figur fiir die beiden unter- 
suchten Saligeninkonzentrationen durch die gestrichelten 
Geraden besonders markiert ist, entspricht also der relativen 
Reaktionsgeschwindigkeit bei unendlich hoher Substratkonzen- 
tration oder bei dissoziationsfreier Bindung zwischen Enzym 
und Substrat. Die Hemmung wegen Anderung der Konzen- 
tration des Enzym—Substrates kann sich hier nicht geltend 
machen und diese extrapolierte relative Reaktions- 
geschwindigkeit bedeutet also die Geschwindigkeit, 
welche gefunden werden sollte, wenn nur die Hemmung 
durch Anderung der Zerfallsgeschwindigkeit des En- 
zym—Substrates(Anderung des Gleichgewichtes R.v.M. I 
—> R.v.M. ID) vorhanden wire. 


100 
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Fig. 18. 


Zur Berechnung der Dissoziationskonstante der Saligenin- 
8-Glucosidaseverbindung sollen also die experimentell fest- 
gestellten Werte von v,/v wegen dieser Hemmung korrigiert 
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werden. In der Tab. 63 sind die an den Werten von »/v, 
welche in der Tab. 62 wiedergegeben wurden, anzubringende 
Korrektion zu ersehen. 


Tabelle 63. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin ohne Affinitiit. 











Konzentration des Saligenins. , 
OGRE eS es 0 0,0805 0,161 0,241 
Relative Reaktionsgeschwindig- 
keit i Se yee oe. 100 83 71 64 











Die korrigierten Werte von v,/v und die hieraus zu be- 
rechnenden Werte von K,, und Ky, fir die Saligenin-(-Glu- 
cosidaseverbindung finden sich in der folgenden Tab. 64. 


Tabelle 64. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Saligenin wegen Affinitat zwischen 
Enzym und Saligenin. Berechnung von K,, und Ky,: Km = 0,030. 



































Konzentration i 
d i ae so wt oi “ 
= es (korr.) (korr.) (korr.) itte 
des Salicins Saligenins 
0,0175 n. 0,0805 n. 1,33 0,154 6,5 
0,0175 n. 0,161 n. 1,58 0,175 5,7 5,7 
0,0175 n. 0,242 n. 1,78 0,209 4,8 
0,035 n. 0,0805 n. 1,21 0.177 5,6 Ke 
0,085 n. 0,161 n. 1,44 0,169 5,9 ; 
0,070 n. 0,0805 n. 1,145 0,167 6,0 - 
0,070 n. 0,161 n. 1,28 0,178 5,8 , 
0,105 n. 0,0805 n. 1,11 0,168 6,1 a 
0,105 n. 0,161 n. 1,19 0,188 5,3 ’ 
5,8 


Die in der letzten Kolumne der Tabelle verzeichneten 
Werte von Ky, stimmen tatsichlich sehr gut miteinander 
tiberein. Wenn wir die so erhaltene Affinitiitskonstante der 
angenommenen Saligenin-£-Glucosidaseverbindung mit derselben 
Konstante der Methylalkohol-8-Glucosidaseverbindung ver- 
gleichen, finden wir, daB die erste Konstante 22 mal gréBer 
als die letztere Konstante ist, wie auch die Affinitétskonstante 
der Salicin-9-Glucosidaseverbindung 24mal gréBer als diese 
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Konstante der §-Methylglucosid-f-Glucosidaseverbindung ge- 
funden wurde. Auf die, wie mir scheint, sehr bemerkenswerte 
Ubereinstimmung der beiden Quotienten 


Affinititskonstante der Salicin-Enzymverbindung 
Affinitétskonstante der -Methyliglucosid-Enzymverbindung 





und 
Affinititskonstante cier Saligenin-—Enzymverbindung 


Affinititskonstante der Methylalkohol-Enzymverbindung 
kommen wir spater bei der Besprechung der Frage nach der 
theoretischen Erklarung der relativen Spezifitit der @-Gluco- 
sidase zuriick. 





d) Hemmung der Helicinspaltung durch Saligenin und Salicylaldehyd. 

Bei der enzymatischen Spaltung des Helicins wurden 
die hemmenden Wirkungen von Saligenin und Salicyl- 
aldehyd untersucht. 

Die Hemmung durch Saligenin wurde mit der Absicht 
untersucht, die Grundlagen der an den Hemmungen bei der 
Salicinspaltung angewandten Berechnungsweise noch einer weiteren 
Priifung zu unterwerfen. Die besprochenen beiden Hemmungs- 
erscheinungen diirften nimlich bei Anderung des Substrates 
verschiedenes Verhalten zeigen. Die Hemmung wegen der 
Existenz einer Affinitit zwischen Enzym und hemmendem Stoff 
muB ja von der Affinitét zwischen Enzym und Substrat ab- 
hingig sein, und bei Anwendung von Helicin als Substrat, 
dessen Substrat—Enzymverbindung eine etwa doppelt so groBe 
Affinititskonstante wie die entsprechende Salicin—Enzym- 
verbindung im vorliegenden Falle besitzt, ist also eine etwas 
verminderte Hemmung dieser Art — die Hemmung durch ,,Af- 
finitit“ kann kiirzlich als Hemmung erster Art bezeichnet 
werden — zu erwarten. Dagegen ist a priori zu erwarten, 
daB die Hemmung zweiter Art, welche ja wesentlich auf 
den (Molekular)zustand des Enzyms selbst zuriickgefiihrt 
wurde, sich nur in untergeordnetem Grade bei Anderung 
des Substrates verindert. Die experimentell feststellbare 
Hemmung diirfte also nach dieser Auffassung nach der An- 
bringung der Korrektion wegen der Hemmung zweiter Art 
(unabhingig vom Substrat) unter Anwendung des ermittelten 
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Wertes der Dissoziationskonstante der Enzym—Substratverbin- 
dung einen konstanten Wert der Dissoziationskonstante der 
Verbindung zwischen Enzym und hemmendem Stoff berechnen 
lassen. Die in der Tab. 65 zusammengestellten Versuchs- 
resultate bestatigen auch diese Forderungen der Theorie. 


Tabelle 65. 
Hemmung der Helicinspaltung durch Saligenin. 17,1 mg Priparat F, in 




















50 cem. 
Konzentration — 
: ae ions- 
dos en Min. | Drehung k-10 geschwindig-| ” lv 
Helicins |Saligenins keit 
0,036 n. me 0 | (—0,94) in 
0,5 | —0,92 pe 
12 —0,55 |112 
20 | —0,35 {112 ine am sg 
@ +0,52 ee 
0,086 n. | 0,0805n.} 0 | (—0,94) id 
0,5 | —0,93 a 
12 — 0,65 80,1 . 
co ea a 80,1 71,5 1,40 
oo +0,52 au 
0,086n. | 0,161 n.}| 0 | (—0,94) on 
0,5 | —0,93 on 
12 —0,71 | 62,3 
20 | —o'59 | 59°5 60,9 54 1,84 
om | +0,52 — 
0,070 n. “ 0 | (—1,81) ion 
0,5 | —1,79 ie 
12 | —1,39 | 58,6 S 
20 | —1,18 | 602 —. 
co | +1,00 i 
0,070 n. |0,0805n.} 0 | (—1,81) si 
12 —1,48 | 45,2 
i eg 45,3 16 1,81 
co | +1,00 ee 























In derselben Weise wie vorher bei der Hemmung der 
Salicinspaltung durch Saligenin wurden nun auf Grund der 
angenommenen Hemmung zweiter Art die experimentellen 
Werte von »v,/v in der Tab. 65 korrigiert. Die Korrektion 
wurde nach dem oben Gesagten genau so groB wie bei der 
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Salicinspaltung gewihlt. Die so korrigierten Werte von »,/v 
sowie die aus den angegebenen Daten berechneten Werte von 
K,, und Ky, unter Zugrundelegung des Wertes Kain MIE 


licin 


sind in der Tab. 66 wiedergegeben. 
Tabelle 66. 


Hemmung der Helicinspaltung durch Saligenin wegen Affinitit zwischen 
Enzym und Saligenin. Berechnung von Kn, und Ky. Ky, = 0,016. 




















Konzentration : 
Uglv oe Ky, Ky, (korr.) 
oe des (korr.) (korr.) (korr.) Mittel 
des Helicins Saligenins 
0,036 n. 0,0805n. | 1,16 0,155 6,4 
0,036 n. 0,161 n. | 1,805 0,162 6,2 6,2 
0,070n. | 0,0805 n. 1,09 0,166 6,0 











Der in der letzten Kolumne der Tabelle angegebene 
Mittelwert Ky, = 6,2 fiir die berechnete Affinititskonstante der 
angenommenen Saligenin-f-Glucosidaseverbindung stimmt also 
innerhalb der Fehlergrenzen vollkommen mit dem aus den 
Hemmungsversuchen bei der Salicinspaltung in tibereinstimmen- 
der Weise ermittelten Wert Ky, = 5,8 tiberein. 

Die Hemmung der Helicinspaltung durch Salicylaldehyd 
war wichtig zu untersuchen, wegen der schon besprochenen 
Angaben von R. Willstatter und Mitarbeitern tiber die von 
ihnen angenommene besonders starke Wirkung dieses Spal- 
tungsproduktes des Helicins. Die quantitative Untersuchung 
wurde aber wesentlich erschwert wegen der beschrinkten Lis- 
lichkeit des Salicylaldehyds in Wasser. Es gelingt nicht zu 
héherer Konzentration als 0,4°/, in waiBriger Lésung zu gehen. 
Die Versuchsresultate sind in der Tab. 67 zusammengestellt. 

Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, da8 die Hemmung durch 
Salicylaldehyd nicht so stark ist als man nach den Angaben 
von R. Willstatter und Mitarbeitern glauben kénnte. Wir 
haben ja auch vorher gefunden, daB bei der hier untersuchten 
8-Glucosidase die Kinetik der Helicinspaltung ahnlich der 
Kinetik der Salicinspaltung ist, also auf eine Hemmung durch 
die Spaltungsprodukte des Helicins von 4hnlicher GréBen- 
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Tabelle 67. 
Hemmung der Helicinspaltung durch Salicylaldehyd. 























Konzentration ch 
panne : Reaktions- 
des  d. Salicyl- ain. | EENS nia! geschwindig- %/0 
Helicins | aldehyds keit 
0,0885n.| — 0 —0,87 sine 
12 —0,70 | 48,7 
18 —0,62 | 49,4 48,4 100 we 
25 —0,55 | 47,0 
a +0,48 — 
0,0385 n. | 0,0825n.]| 0 —0,87 — 
13 —0,71 | 42,1 
20 —0,63 | 42,5 42,2 87 1,15 
28 — 0,55 42,0 
@® +0,48 noe 
0061 2.1 = 0 on 1,74 “ 
15 —1,54 | 22.3 
25 —1,42 | 21,9 21,9 100 os 
86 —1,30 | 21,4 
a +0,96 _ 
0,067 n. | 0,0825 n. 0 —1,74 ee 
16,5 — 1,54 20,3 
25 — 1,45 19,7 19,8 90,5 1,11 
40 — 1,82 18,4 
a) +0,96 cone 
0108 2.| ~ 0 —2,65 — 
15 —2,45 | 14,4 
30 —2,28 | 18,7 $13,8 100 _ 
45 —212 | 18,8 
00 +1,46 a 
0,108 n.| 0,0825n.] 0 — 2,65 _ 
15 —2,47 | 18,0 
30 —2,81 | 12,5 12,6 91,5 1,095 
48 —2,18 | 12,2 
oo +1,46 —_ 




















ordnung wie die Hemmung durch die Spaltungsprodukte des 


Salicins 


deutend. 


Zur quantitativen Berechnung einer Affinitétskonstante 
der hypothetischen Salicylaldehyd—Enzymverbindung sind die 
angegebenen Zahlen unzureichend. Allerdings wollen wir, 
unter Vorbehalt fiir die Unsicherheit der Zahlen, die GréBen- 
ordnung einer solchen Affinitaitskonstante zu schitzen suchen. 
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Wir rechnen dabei mit einer Hemmung durch Herab- 
setzung der Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrates von 
der GréBe 4°/,. Der Korrektionsfaktor, mit welchem die oben 
angegebenen Werte von »v,/v korrigiert werden sollen, betragt 
also 0,96. 

Tabelle 68. 


Hemmung der Helicinspaltung durch Salicylaldehyd wegen Affinitit (?) 
zwischen Salicylaldehyd und Enzym. Versuch zur Schitzung von K,,, 
und Ky. K, = 0,016. 









































Konzentration 
ies Galas, | we tes rr.) B 7) wil 
? os es Salicy!- orr. orr. orr. itte 
des Helicins al dehyds 
0,0335 n. 0,0825 n. 1,10 0,105 9,5 
0,067 n. | 0,0825n. 1,06 0,104 9,6 10,2 
0,108 n. 0,0325 n. 1,05 0,087 11,5 


Jedenfalls sehen wir, daB die experimentell gefundene 
Hemmung vereinbar ist mit der Annahme, da8 die Affinitats- 
konstante der Salicylaldehyd-f-Glucosidaseverbindung rund 10 
ist. Ware dies der Fall, wiirde das Verhiltnis Ky, satgenin: 

Miisicuanens gleich 5,8:10 = 0,58 sein, waihrend das Ver- 


halinis Kup sicin 7K io 33:62 = 0,53 gefunden wurde. 


Die Ubereinstimmung mag ganz zufallig sein, es ist aber 
augenscheinlich, daB die Verhiltnisse ahnlich wie bei Salicin- 
6-Methylglucosid sein kénnen. Wir kommen auf diese Frage 
unten zuriick. 


e) Hemmung der Salicinspaltung durch Phenol und salicylsaures Na. 

Die Hemmung der #-Glucosidasewirkung durch Saligenin 
und Salicylaldehyd kénnte teils auf die Anwesenheit der aro- 
matischen Hydroxylgruppe teils auf die aliphatische Seitenkette 
zuriickgefiibrt werden. Nun wurde gezeigt, da8 die rein ali- 
phatischen Alkohole Methyl- und Athylalkohol eine deutlich 
kleinere Wirkung (und event. auch Affinitét zum Enzym) als 
die untersuchten aromatischen Stoffe zeigen. Wenigstens betr. 
Saligenin liegt also die Vermutung nahe, daB es in der Tat die 
am Benzolkern direkt gebundene OH-Gruppe ist, welche 
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die ausgepragte starke Wirkung auf die #-Glucosidase besitzt. 
Wegen der Ahnlichkeit des Saligenins und Salicylaldehyds 
kann man dann weiter schlieBen, daB auch betr. des letzteren 
die Wirkung zum groBen Teil auf die Phenylhydroxylgruppe 
zuriickgefiihrt werden kann. 

Die starke Wirkung der aromatischen OH-Gruppe auf 
die #-Glucosidase geht nun in prignanter Weise aus den im 
folgenden mitgeteilten Versuchen mit Na-Salicylat, wo die Seiten- 
kette (des Salicins und Helicins) eine verinderte Natur besitzt, 
und mit Phenol, wo ja nur die aromatische OH-Gruppe vor- 
handen ist, hervor. Bei diesen Stoffen findet man nimlich die 
ausgepragte reaktionshemmende Wirkung der schon besprochenen 
aromatischen Stoffe wieder. 


Tabelle 69. 
Hemmung der Salicinspaltung durch salicylsaures Na. (pq = 4,5.) 




















Konzentration saw 
7 s rt ns- 
SANS ‘jie Min. | Drehung| 4&-10 geschwindig- 
Na-Salicylats keit 
0,035 n. nat 0 —0,97 a 
16 —0,82 | 158 
19 — 0,24 157 159 100 
25 —0,08 | 162 
@o + 0,50 — 
0,035 n. 0,072 n. 0 —0,97 ~ 
17,5 | —0,46 | 106 
22 —0,37 | 1047105 66 
25 — 0,20 104 
0,070 n. _ 0 —1,90 — 
20 —0,96 | 86 
27 —0,71 86 7 85 100 
35 —0,48 | 84 
oo +0,98 ~ 
0,070 n. 0,072 n. 0 — 1,90 ae 
23 ~ii ts 
31 —0,91 59 7 58 68 
42 —0,68 | 57 

















Bei den Versuchen mit salicylsaurem Na wurde die Salicyl- 
siurelésung mit NaOH zuerst neutralisiert und dann durch 
Zusatz von Salicylsiure die richtige optimale Aciditat ein- 
gestellt. 
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Tabelle 70. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Phenol. 35,5 mg Priparat Z,. 
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Konzentration —— 
. ‘ eaktions- 
des Pate Min. | Drehung k-10 geschwindig- v/v 
Salicins | Phenols keit 
0,035 n. vs 0 —0,97 se 
13,5 | —0,39 | 161 
18 —0,27 | 156 157 100 tion 
23,5 | —0,14 | 154 
@ +0,50 sion 
0,035n. | 0,11 n. 0 —0,97 on 
13,5 | —0,59 | 96,2 
18 —0,48 | 97,8 97,0 62 1,62 
23,5 | —0,87 | 96,9 
0,070 n. os 0 — 1,92 io 
14 —1,18 | 91,0 
18 —0,99 | 92,9 91,6 100 as 
24 —0,77 | 91,0 
a0 +0,99 ba 
0,070 n. | 0,11 n. 0 — 1,92 a 
14 —1,40 | 61,6 
18 —1,26 | 62,6 61,4 67 1,49 
24 —1,10 | 59,9 
0,105 n. cies 0 — 2,85 te 
15 —1,98 65,1 
20 —1,74 | 64,5 65,3 100 a 
25 —1,48 | 66,3 
G0 +-1,47 —_ 
0,105n. | 0,11 n. 0 — 2,85 feos 
15 —2.94 | 44,7 
20 —2,04 | 45,1 45,0 69 1,45 
25 —1,86 | 45,2 




















Wenn wir auch jetzt annehmen, daB die Hemmung 


aus 


den zwei 


besprochenen Hemmungserscheinungen 2zu- 


sammengesetzt ist, kénnen wir unter Annahme, daf wegen der 
Anwesenheit von 0,11 n-Phenol die Zerfallsgeschwindigkeit des 
Knzym—Substrates bis auf 77°/, herabgesetzt wird, die in 
der Tab. 71 angegebenen Werte der Dissoziations- und 
Affinitatskonstanten. der hypothetischen Phenol-§-Glucosidase- 
verbindung berechnen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CXLVII. 
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Tabelle 71. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Phenol wegen eventueller Affinitit 
zwischen Phenol und (-Glucosidase. Berechnung von K,, und Ky. 

















K,, = 0,080. 
Konzentration 
. ‘ U/v En, Ky, Ky, (korr.) 
er Os orr. korr. orr. Mittel 

Salicins | Phenols ame) ( ) sii 
0,035n. | 0,1in. 1,245 0,207 4,8 
0,070n. | 0,11n. 1,15 0,220 4,5 4,7 
0,105n. | 0,11n. 1,115 0,212 4,7 

















Nach der angewandten Berechnungsweise sollte also die 
Affinitétskonstante der Phenol-8-Glucosidaseverbindung etwas 
niedriger als die entsprechende Konstante der Saligenin-f-Gluco- 
sidaseverbindung sein, wie auch R. Willstaitter, R. Kuhn 
und H.Sobotka?) die Affinititskonstante der #-Phenylglucosid- 
8-Glucosidaseverbindung etwas kleiner als die Affinitatskonstante 
der Salicin-8-Glucosidaseverbindung gefunden haben. 


fy) Hemmung der #-Glucosidasewirkung dureh Hydrochinon, Hydro- 
chinonmonomethylither und Hydrochinondimethylither. 


Beziiglich der Wirkung des Hydrochinons auf die Wirk- 
samkeit der salicin- und arbutinspaltenden Enzyme liegen die 
schon besprochenen Versuche von A. Fichtenholtz?) vor. 
Nach den Angaben in der zitierten Arbeit soll bei der Arbutin- 
spaltung eine betrichtliche Hemmung vorhanden sein, waihrend 
bei der Salicinspaltung die Hemmung nur unbedeutend sein 
soll. Allerdings scheint es dem Verfasser, daB man aus den 
in der Arbeit von A. Fichtenholtz angeifihrten Versuchs- 
daten keine bestimmtere SchluBfolgerungen iiber die Hemmung 
der Salicinspaltung ziehen kann. Gleichzeitig lassen sich nach 
dieser Ansicht natiirlich keine Riickschliisse auf die Identitit 
oder Nichtidentitit der salicin- und arbutinspaltenden Enzyme 
ziehen. 





1) R. Willstitter, R. Kuhn u. H.Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
S. 88 (1928) und zwar S. 47. 
*) A. Fichtenholtz, Jl. Pharm. Chim. [6] Bd. 30, 8, 199 (1909). 
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Die Versuche von A. Fichtenholtz iiber die Wirkung 
des Hydrochinons auf die Salicinspaltung sind in der Tab. 72 
wiedergegeben. 


Tabelle 72. 


Wirkung des Hydrochinons auf die Salicinspaltung nach A, Fichten- 
holtz. Konzentration des Salicins 1,2 °/,. 




















Prozent Hydrochinon 
Reaktionsdauer 
(Tage) 0 | 0,5 | i | 2 
Drehungswinkel 
0 — 1°32’ — 1°32’ — 1°32’ — 1°32’ 
1 +36’ +34’ +28’ +24’ 
6 +36’ +388’ +38’ —_ 








Bei diesen Versuchen wurde also die erste Ablesung nach 
Versuchsbeginn ausgefiihrt erst nachdem die Spaltung des 
Salicins (ohne Anwesenheit von Hydrochinon) zum Stillstand 
gekommen war. Auch in den Versuchen mit Hydrochinon 
war die Reaktion zwar weitgehend fortgeschritten aber nicht 
zu Ende gekommen. Uber die relativen Spaltungsgeschwindig- 
keiten kénnen aber diese Versuche nichts aussagen. Die 
Versuchszeiten wurden zu lang oder die Enzymmengen zu groB 
gewahlt. 


Um die Frage einer exakteren Priifung zu unterwerfen, 
habe ich einige neue Versuche iiber die Hemmung der Arbutin- 
spaltung und Salicinspaltung durch Hydrochinon ausgefihrt. 
Bei der Verwertung des Versuchsmaterials konnten die in 
dieser Arbeit ermittelten Affinititskonstanten der Arbutin— 
Enzymverbindung und der Salicin-Enzymverbindung verwendet 
werden. In der Tat wurde im vollkommenen Gegensatz zu 
den Angaben von A. Fichtenholtz die Hemmung der Salicin- 
spaltung von der gleichen GréBenordnung wie die Hemmung 
der Arbutinspaltung gefunden. 

Die Versuche iiber Arbutinspaltung, welche bei der er- 
mittelten optimalen Aciditat (p,, = 4,1) ausgefiihrt wurden, sind 


in der Tab. 73 zusammengestellt, 
g* 
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Tabelle 78. 





Hemmung der Arbutinspaltung durch Hydrochinon. 35,5 mg Priparat EF, 
in 50 cem Reaktionsmischung. py = 4,1. 























Konzentration — 
. A eaktions- 
des | des Hydro- Min. | Drehung} 4-10 geschwindig- %/0 
Arbutins | chinons keit 
0,0365 n. _ 0 —0,97 (142) 100 — | 
80 | —0,65 131 
160 — 0,44 119 
220 — 0,32 113 
| wo | +0,52 — | 
0,0865 n. | 0,091 n. 0 | —0,97 (62) 44 2,29 : 
80 | —0,82 58 : 
160 | —0,70 54 : 
220 | —0,68 51 
a + 0,52 ag 
0,073 n. _ 0 — 1,93 (90) 100 — : 
so | —1,50 85 
160 | —1,17 80 
220 | —0,98 76 i 
co | +1,04 _ 
0,073 n. | 0,091 n. 0 | —1,93 (46) 51 196 0d 
so | —1,71 42 : 
160 | —1,54 88 i 
220 | —1,44 85 : 
00 +1,04 oni 
0,109 n. on 0 | —2,89 (62) 100 aa 
80 | —2,44 58 
160 | —2,08 55 
220 | —1,88 51 
co | +1,56 en 
0,109 n. 0,091 n. 0 — 2,89 (33) 53 1,88 
80 | —2,64 31 
160 | —2,44 29 
220 | —2,29 28 
co | +1,56 — 




















Wir sehen aus den Zahlen dieser Tabelle, daB die hemmende 
Wirkung des Hydrochinons bei der Arbutinspaltung sehr stark 
ist. Schon durch einen Zusatz von 1°/, Hydrochinon zum 
Reaktionsgemisch wurde die Spaltungsgeschwindigkeit auf rand 
die Hialfte herabgesetzt. In dieser starken Hemmung des 
Reaktionsproduktes liegt offenbar die Erklirung fiir die schon 
in Abschnitt IV besprochene Abnahme der Reaktionskoeffizienten 
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erster Ordnung bei der Arbutinspaltung durch das vorliegende 
Enzym. 

Die Ursache dieser starken Wirkung des Hydrochinons 
dirfte in der Anwesenheit im Hydrochinonmolekil von zwei 
aromatisch gebundenen OH-Gruppen liegen. Die Hemmung 
durch Phenol und Saligenin usw. wurde ja in der Hauptsache 
auf die ausgeprigte starke Wirkung der Phenolhydroxylgruppe 
zurickgefthrt. Die im folgenden durchfiihrte Rechnung zeigt 
nun auch, daB der (in ahnlicher Weise wie bei den vorigen 
Hemmungen dieser Art) ermittelten Affinititskonstante der 
Hydrochinon—Enzymverbindung ein solcher Wert zuerteilt 
werden muB, da’ man berechtigt sein dirfte, die Affinitat 
des Hydrochinons auf die zusammengesetzte Wirkung 
der beiden OH-Gruppen zuriickzufihren. 


Bei der Berechnung wurde angenommen, da8 die Hemmung 
zweiter Art auch von etwa der doppelten Wirkung wie die des 
Saligenins oder Phenols sei. Bei der Konzentration 0,091 n- 
Hydrochinon wurde die wegen dieser Hemmung vorhandene 
Reaktionsgeschwindigkeit zu 69°/, der Maximalgeschwindigkeit, 
die ohne Anwesenheit vom hemmenden Hydrochinon gefunden 
wurde, geschitzt. 


Tabelle 74. 


Hemmung der Arbutinspaltung durch Hydrochinon wegen Affinitat 
zwischen Enzym und Hydrochinon. X,, = 0,042. 

















Konzentration 
V,/v K,. Ky, Ky, (korr.) 
des j|des Hydro-| (korr.) (korr.) (korr.) Mittel 
Arbutins | chinons 
0,0865n. | 0,091 n. 1,58 0,084 11,9 
0,078 n. 0,091 n. 1,35 0,095 10,5 11,8 
0,109 n. 0,091 n. 1,29 0,087 11,5 

















Ein ahnliches Resultat haben die Versuche iiber die 
Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinon geliefert. 
Die Versuchsresultate werden in der Tab. 75 wiedergefunden 
und die Berechnung von Ky, (dieselbe Korrektion wie im 
Falle des Arbutins) ist in der Tab. 76 zusammengestellt. 
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Tabelle 75. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinon. 35,5mg Priparat Z, 
in 50 com Reaktionsmischung. py = 4,4. 





























Konzentration ) ee 
. eaktions- 
des | des Hydro- on | eg be geschwindig- %o/0 
Salicins | chinons keit 
0,035 n. o~ o | —o97 we | 
12 —0,43 | 166 | 
16 —0,34 }|152 160 100 —_ 
20 | —0,20 |161 ’ 
ao | +0,50 — | 
0,085 n. | 0,091 n. Oo | —097 oa 
12 —0,70 | 73 : 
16 —0,62 | 74 14 46 2,16 
20 | —0,54 | 75 
0 + 0,50 — q 
0,070 n. ~ 0 | —1,90 —_ ’ 
18 | —1,21 | 92 
18 | —1,00 | 90}91 100 — : 
22 —0,88 | 92 j 
ao | +0,98 — 
0,070n. | 0,091 n. 0 | 90 si 
18 —1,52 | 417 i 
18 —1,39 | 47 47 52 1,94 
22 | —1,29 | 47 | 
00 +0,98 o 
0,105 n. ane 0 | —2,85 _ 
15 —1,97 | 66 
20 | —1,75 | 64 65 100 ~ 
24 | —1,53 | 66 
co | +1,47 — 
0,105n. | 0,091 n. 0 — 2,85 ~ 
| 6 1.~an 1 8 
20 | —S1t | 87 87 57 1,76 
24 | —2,04 | 88 
| ao | +1,47 — 

















Wir sehen also, daB die so berechnete Affinitats- 
konstante der Hydrochinon-f-Glucosidaseverbindung, 
bestimmt durch Hemmungsversuche bei der Salicin- 
spaltung, genau so groB ist wie die Affinitatskonstante 
der Hydrochinon—Arbutinaseverbindung, bestimmt 


durch Hemmungsversuche bei der Arbutinspaltung. 
Diese Ergebnisse, welche die Angaben von -A. Fichtenholtz 
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Tabelle 76. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinon wegen Affinitit 
zwischen $-Glucosidase und Hydrochinon. XK,, = 0,080, 




















Konzentration : 
des des Hydro- (korr.) (korr.) (korr.) Mittel 
Salicins chinons 
0,085n. | 0,091 n. 1,49 0,086 11,6 
0,070n. | 0,091 n. 1,335 0,082 12,2 11,4 
0,105 n. 0,091 n. 1,21 0,096 10,4 

















nicht bestitigen’), sind also als eine wesentliche Stiitze fir die 
Annahme der Identitit des salicinspaltenden Enzyms (f-Gluco- 
sidase) und des arbutinspaltenden Enzyms (Arbutinase) zu be- 
trachten. Vollkommen beweisend fiir eine solche Identitit 
sind aber diese Resultate nicht. So wurde ja gezeigt, daB die 
Affinitit der Saccharase zu Glucose sehr nahe gleich der 
Affinitat der §-Glucosidase zu derselben Zuckerart ist. In 
solchen Fallen kann man nur von Abnlichkeiten (oder Identi- 
titen) zwischen den beiden in Betracht kommenden spezifischen 
Atomgruppen der Enzyme reden. 

Die Affinititskonstante der Hydrochinon—Enzymverbindung, 
in der angegebenen Weise ermittelt, ist etwas mehr als doppelt 
so groB wie die Affinitaétskonstante der Phenol-f-Glucosidase- 
verbindung. Wie schon oben bemerkt wurde, liegt die Er- 
klarung hierfiir mit gréBter Wahrscheinlichkeit in der zwei- 
wertigen Natur des Hydrochinons, Auf ein Aquivalent des 
aromatischen Hydroxyls umgerechnet, sind die beiden Konstanten 
von derselben Gré8enordnung und die Verschiedenheiten nicht 
gréBer, als die Unsicherheit mit welcher die Affinitétskonstanten 
der Enzym—Substratverbindungen selbst behaftet sind. 

Es schien mir nun von Interesse zu sein, eine Unter- 
suchung anzustellen, inwieweit die Verainderung der freien 
Hydroxylgruppen durch Austausch des Hydroxylwasserstoff- 
atoms gegen eine aliphatische Gruppe wie —CH, eine Ver- 





1) Bei den anderen von A. Fichtenholtz gefundenen groBen 
Verschiedenheiten betreffs Hemmung kénnen py-Verschiebungen mit- 
gewirkt haben. 
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inderung in den Affinititsverhiltnissen mit 3 sich fihrt. Zu fF | 


diesem Zweck wurden einige Versuche ausgefiihrt teils mit 
Hydrochinonmonomethylather, wo also nur die eine OH-Gruppe fF 
verandert war, teils mit Hydrochinondimethylither, wo beide fF. 


OH-Gruppen des Hydrochinons in angegebener Weise um- 


gestaltet 


waren. 


Die Versuche mit dem Monomethylither des Hydrochinons 
sind in der Tab. 77 zusammengestellt. Die Zahlen der letzten 


Tabelle 77. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinonmonomethylather. 55 mg 
Priparat H, in 50 ccm Reaktionsmischung. Optimale Aciditét (py = 4,4). 
































Konzentration Ei : 
on eaktions- i 
des des Mono- min. | Dremang) © 40 geschwindig-| 7° he i 
Salicins | methylithers keit 4 
0,035 n. vi 0 | —0,97 Bi ' 
10 | —0,67 |99,1 : 
17 —0,50 | 98,4798,7 100 — 
24 | —0,36 | 98,7 
o | +0,50 me 
0,035n. | 0,091 n. 0 | —0,97 son 
17 | —0,70 1518 
24 | —061 50'3oh8 52 1,92 
o | +0,50 nian 
0,070 n. — oO | 1,91 ss 
i3 | —1,389 | 66,0 
6 1 ~is e705, 100 _ 
25 —0,98 | 67,2 
co | +0,99 — 
0,070 n. 0,091 n. 0 —1,91 — 
13 | —1,60 | 87,8 
19 | —1,46 oss an4 56 1,78 
25 | —1,87 | 35,8 
0 +0,99 —_ 
0,105 n. sie o | 46 “ 
14 | —2,26 | 45,6 
20 —1,97 | 49,5748,0 100 _ 
27 | —1,72 1488 
oO +1,47 — 
0,105 n. 0,091 n. 0 — 2,85 — 
14 —2,47 | 27,8 
20 —2,381 | 29,0}28,7 60 1,67 
27 | —2,18 | 29,8 
oO | +1,47 oe 
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Kolumne zeigen, da8 die Hemmung tatsichlich nicht so stark 
ist, wie die Hemmung durch Hydrochinon, aber dennoch deutlich 
stirker als die Hemmung durch Phenol. Der Ubergang 4 
yon —OH zu —O-CH, bedingt also eine Abschwichung der i 
Affinitat. Die quantitative Berechnung einer Affinitatskonstante a 
der Monomethylither—Enzymverbindung ist in der Tab. 78 
wiedergegeben. Dabei wurde angenommen, dab die Reaktions- 
geschwindigkeit wegen der Hemmung zweiter Art auf 72°/, 
erniedrigt wurde. 

Tabelle 78. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinonmonomethylather wegen 
Affinitit zwischen der §-Glucosidase und dem Monomethylither. 








Konzentration 





V/v K Ky, |X, (korr.) 


Me 


des des Mono- oe ile ne 
Salicins | methylithers Gare) (korr.) (korr.) 1 























0,035 n. 0,091 n. 1,38 0,111 9,0 
0,070 n. 0,091 n. 1,28 0,098 10,2 9,7 
0,105 n. 0,091 n. 1,20 0,101 9,9 


Durch die Anderung des einen Hydroxyls zu der Gruppe 
—Q-CH, wurde also nach dieser Berechnungsweise die Affinitits- 
konstante nur von rund 11 bis rund 10 herabgesetzt. Es 
soll iiber diese Verhaltnisse bei der Diskussion der Affinitat 
zwischen #-Glucosidase und den Glucosiden etwas naher ge- 
sprochen werden. 

Die genaue Untersuchung der Hemmung durch Hydro- 
chinondimethylither scheiterte dagegen an der sehr geringen 
Léslichkeit dieses Stoffes in Wasser. Es war notwendig, die 
Léslichkeit durch Zusatz eines méglichst indifferenten Lésungs- aes 
mittels zu erhéhen. Es wurde Aceton gewiahlt, teils wegen der | | 
ziemlich groBen Léslichkeit des Dimethylithers in Aceton, : 
teils weil man hoffen konnte, daB die eventuelle Hemmung der 
Reaktionsgeschwindigkeit durch den Acetonzusatz nur als eine 
Hemmung zweiter Art sich darstellen sollte. Nun wurde aber 
gefunden, daB bei einem so groBen Gehalt von Aceton, wie 
es erforderlich war (40 Vol.-°/,), die Reaktionsgeschwindigkeit 
schon auf etwa 1 Viertel herabgesetzt wurde, und zwar konnte 


De eg ee OE ns Sok Ve ae ee te eee ou! 
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nicht mit Bestimmtheit nachgewiesen werden, daB nicht eine 
geringe Affinitit zu einem Teil der starken Hemmung bei- 
getragen hitte. 


Die Versuche sind trotzdem in der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben. Die Herstellung der Reaktionsmischungen geschah 
durch Zusatz zu den Salicin- und pufferhaltigen Liésungen von 
40 Vol.-°/, Aceton bzw. von 40 Vol.-°/, einer Mischung von 
Aceton und Dimethylather (0,227n). Die Konzentration des 
Dimethylaithers war also 0,091n. Die Konzentration des Acetons 
in den letzteren Lésungen war aber also nicht genau gleich 
der Konzentration in den Parallelproben ohne Dimethylather. 


Tabelle 79. 
Hemmung der Salicinspaltung durch Aceton und Hydrochinondimethy|- 























dither. 
Konzentration et. 
. aga | geschwindigkei 
des jdes Dimethyl- Min. | Drehung a iO k ohne Aceton 
Salicins iithers = 100 
0,085 n. ie 0 | (—0,96) ~— 
0,5 | —0,96 a 
24 —0,77 | 25,2 
52 ~0,61 | 22,9 44,1 24,4 
0,035n. | 0,091 n. 0 | (—0,96) ne 
40 —0,68 | 23,1 
61 —0,57 | 22,1 ¢ 22,3 22,6 
93 —0,42 | 21,6 
0,070 n. - o | (—1,93) “ 
0,5 | —1,92 ie 
24 —1,66 [17,5 
52 —1,39 | 17,0 tte 26,0 
0,070n. | 0,091 n. 0 | (—1,93) ee 
41 —1,49 |17,2 
61 —1,29 |17,5$17,3 26,0 
93 —1,02 |17,4 
0,105 n. _ 0 (— 2,87) ee 
1 —2,86 “s 
24 —2,56 | 13,4 
52 «| ~—2,26 vo 18,0 27,1 
0,105n. | 0,091 n. o | (—2,87) wes 
41 —2,35 | 13,5 
61 —2,10 |18,9 $18,3 21,7 
98 —1,85 | 12,5 
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Es ist nicht méglich einige SchluBfolgerungen betr. der 
eventuellen Hemmung durch Hydrochinondimethylither aus 
diesen Zahlen ziehen zu kénnen. Schon die starke Herab- 
setzung der Reaktionsgeschwindigkeit durch den Zusatz von 
Aceton kann einen KinfluB des Dimethylithers verdecken. Wir 
miissen auch mit einer verinderten Reaktionsfahigkeit 
von sowohl Enzym wie Hydrochinondimethylather in solchen 
wasserarmeren Loésungen rechnen. Der geringe ,Gang“ der 
Zahlen der letzten Kolumne spricht jedenfalls nicht gegen 
eine gewisse ,,Affinitit“ des Enzyms zu Aceton und Di 
methyliiuer. 





Wir haben schon vorher mehrmals auf die abweichenden 
Verhiltnisse bei der Arbutinspaltung durch Emulsin hin- 
gewiesen. Besonders die Lage der Aktivitaits-p,-Kurve der 
Arbutinspaltung ist ja im Verhaltnis zu den anderen hier be- 
sprochenen Glucosidspaltungen hervortretend. Man kénnte sich 
nun fragen, ob nicht diese Besonderheiten in gewissen Higen- 
schaften der Hydrochinonkomponente des Arbutins zu suchen 
sind (vgl. Abschnitt [X). So war es a priori nicht unméglich, daB 
man durch Untersuchung der Hemmung einer anderen Gluco- 


Tabelle 80. 


Hemmung der Salicinspaltung durch Hydrochinon. py, = 6,1. 35,5 mg 
Praparat E,. 

















Konzentration Relative 
Minuten | Drehung| + 104 Reaktions- 
des Salicins | 28 Hydro- geschwindig- 
chinons keit 
0,070 n. ine 0 — 1,90 a ; 
12 — 1,58 | 42,6 
20 — 1,38 salen, 100 
30 — 1,18 | 41,6 
00 + 0,98 ee 
0,070 n. 0,091 n. 0 — 1,90 = 
12 — 1,74 | 20,7 
20 — 1,62 aaa 50 
80 — 1,52 | 20,5 
w + 0,98 ii 
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sidspaltung durch Hydrochinon bei verschiedener Aciditat, einen 
niheren Einblick in diese Frage erhalten kénnte. Zu diesem 
Zweck wurde ein Versuch iiber die Hemmung der Salicin- 
spaltung bei einer Aciditét, wo die Maximalgeschwindigkeit 
der Salicinspaltung wegen des Acidititseinflusses in wesent- 
lichem Grade herabgesetzt war, ausgefiihrt. Der Versuch, 
welcher in der Tabelle 80 wiedergegeben ist, fiel aber negativ 
aus, in der Hinsicht, da8 die Hemmung sehr nahe gleich der 
Hemmung bei optimaler Aciditét gefunden wurde. 

Die unbedeutend gréBere Hemmung bei dieser Aciditit 
als bei optimalem p,, ist wahrscheinlich auf die Affinitaitsinde- 
rung des Salicins bei Anderung der Aciditait zuriickzufihren. 


XI. Uber die absolute und relative Spezifitat der (-Glucosidase. 
Zur Theorie der Spezifitat. 


Wie schon in der Einleitung hervorgehoben wurde, hat 
man bei dem Studium der Spezifitéit der Enzyme nicht nur 
auf die Verhaltnisse (beziiglich Konstitution und Konfiguration), 
welche fiir die Angreifbarkeit oder Nichtangreifbarkeit 
verschiedener Stoffe einer gewissen Kérperklasse durch 
ein fiir diese Kérperklasse spezifisches Enzym bestimmend 
sind, Riicksicht zu nehmen; es mu8 nimlich als eine nicht 
weniger wichtige und interessante Aufgabe betrachtet werden, 
die Verhialtnisse naher zu studieren, welche fiir die Leichtig- 
keit, mit welcher die verschiedenen angreifbaren Sub- 
strate durch das Enzym zur Reaktion gebracht werden, mab- 
gebend sind. Man hat also nach dem Gesagten zwischen der 
absoluten Spezifitat und der relativen Spezifitat eines 
Enzyms zu unterscheiden. Natiirlich kénnen wir bei Unter- 
suchung der letzteren solche Fille finden, wo bei graduell 
durchgefiihrten Verinderungen in der Konstitution und Zu- 
sammensetzung der Substrate (wie bei Untersuchung von homo- 
logen Reihen) die Angreifbarkeit immer kleiner wird, um 
schlieBlich in eine vollkommene Nichtangreifbarkeit iiberzu- 
gehen. In solchen Fallen, wie auch sonst (vgl. unten), besteht 
also ein naher Zusammenhang zwischen der absoluten und 
relativen Spezifitat. 
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Hinige theoretische Betrachtungen iiber die absolute und 
besonders die relative Spezifitat der Enzyme hat in letzter Zeit 
R. Kuhn?) angestellt. Die wichtigsten SchluBfolgerungen aus 
diesen Betrachtungen lassen sich vielleicht in folgender Weise 
kurz zusammenfassen: Die Geschwindigkeit, mit welcher ein 
Substrat durch die Wirkung eines Enzyms gespalten wird, 
hingt teils von der Konzentration des reaktionsvermittelnden 
Molekiils, teils von der Geschwindigkeit des Zerfalls 
dieser Verbindung ab; bei der Spaltung verschiedener Sub- 
strate durch eine gewisse Menge eines Enzyms sind nun die 
Konzentrationen der Enzym—Substratverbindungen (reaktions- 
vermittelnden Molekiile) im allgemeinen keineswegs gleich, whd 
da die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit bei jedem Substrat 
proportional dieser Konzentration gesetzt werden kann, lassen 
sich also Schlu8folgerungen iiber die Zerfallsgeschwindig- 
keiten der verschiedenen Enzym—Substratverbindungen nicht 
ohne weiteres ziehen. Wir miissen nimlich auch die Konzen- 
trationen der Enzym—Substratverbindungen kennen oder gleiche 
Konzentrationen wihlen. Die experimentellen Untersuchungen, 
welche friiher in diesem Gebiet angestellt worden sind, kénnen 
deshalb nicht zur Verwertung solcher wichtigen Fragen dienen, 
welche mit der Spezifitit der Enzyme zusammenhingen (wie 
beispielsweise die Frage nach der Hinheitlichkeit verschiedener 
Enzyme). 

So hatten R. Willstatter und R. Kuhn?) urspriinglich 
durch die Beobachtung, daB der Quotient 


Zeitwert fiir Raffinase 
Zeitwert fiir Saccharase 





fiir verschiedene Hefen ungleich war, scheinbar Stiitzen fiir 
die Annahme von einer besonderen Raffinase gebracht, indem 
die beiden hiernach absolut spezifischen Hefenenzyme in wech- 
selndem Mengenverhiltnis in den verschiedenen Hefen vor- 
kommen sollten. Nachdem aber die Theorie der relativen 





1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S.1 (1923). Die Naturwissen- 
schaften Bd. 11, S. 782 (1928). 
2) R. Willstitter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, 8. 180 (1921). 
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Spezifitit unter Hinzuziehung des Massenwirkungsgesetzes in 
quantitativer Hinsicht formuliert werden konnte, ‘wurde diese 
Annahme der Verschiedenheit der beiden Hefenenzyme als 
unrichtig erkannt und die Identitit der beiden Enzyme wurde 
sehr wahrscheinlich gemacht.') Die rund 15 mal gréBere Affi- 
nitatskonstante der Rohrzucker—Saccharaseverbindung als die 
entsprechende Konstante der Raffinose—Saccharaseverbindung 
war die Ursache der wechselnden Konzentrationen der Enzym- 
Substratverbindungen, indem die Saccharase der verschiedenen 
Hefen variierende Affinititen zu den beiden Substraten aber 
doch ein konstantes Verhiltnis der beiden Affinititen zeigten. 

Nun erhebt sich die Frage: Welche EHigenschaften 
und welche Gruppen in den verschiedenen Substraten 
bestimmen die verschiedenen Affinitaten zum gemein- 
samen Enzym? R. Kuhn’) hat vorher die Ansicht aus- 
gesprochen, da8 bei Hefe-Saccharase nur der Fructoserest die 
Bindung zwischen Enzym und Substrat vermittelt. Wie Kuhn 
unter dieser Annahme die verschiedene Affinitét des Rohr- 
zuckers und der Raffinose zu der Saccharase erkliren will, 
steht aber noch offen. Gegen diese Auffassung hat sich der 
Verfasser in etwa folgender Weise vorher ausgesprochen’): 
Unter Betrachtung der sehr groBen Affinitatsunterschiede 
zwischen Fructose, Rohrzucker und Raffinose muB gefragt 
werden wie durch den Herantritt der Glucose zu der 
Fructose (Rohrzucker) die Affinititskonstante der Enzym—Fruc- 
toseverbindung etwa verfinffacht werden kann, wahrend bei 
Herantritt der Melibiose zu der Fructose (Raffinose) die 
Affinitatskonstante der Enzym—Fructoseverbindung auf etwa ein 
Drittel des urspriinglichen Wertes herabgedriickt wird. Nun 
hatte Verfasser festgestellt, daB Glucose eine nicht unwesent- 
liche Affinitit zu Saccharase zeigt, wihrend die Affinitat der 





') R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1928). — Vgl. K. Joseph- 
son, Diese Zs. Bd. 186, 8. 62 (1924). | 

*)R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, 8.57 (1928). Die Naturwissen- 
schaften Bd. 11, S. 782 (1928). 

8) K. Josephson, Diese Zs. Bd. 186, 8.62 (1924) und zwar 
73; vgl. Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9 Nr. 20 (1925). 
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Melibiose jedenfalls sehr klein sein muf. Es fragt sich also, 
yob nicht die Affinitit der Glucose zu Saccharase, welche 
nicht weit hinter der Affinitét der Fructose kommt, fiir die 
gesteigerte Affinitéit zum Rohrzucker verantwortlich sein kénnte, 
wihrend im Falle der Raffinose der Melibioserest keinen posi- 
siven Hinflu8 ausiibt.« Nach dieser Auffassung sollten also 
beide Komponenten des hydrolysierbaren Zuckers die GréBe 
der Affinitit zum hydrolysierenden Enzym beeinflussen. 

Diese letztere Auffassung vertritt auch H. v. Euler?), 
und zwar hat er unter Hinzuziehung der von dem Verfasser 
berechneten Affinitatskonstanten die Theorie entwickelt, daB 
die Affinitat zwischen der Saccharase und Rohrzucker 
durch Zusammenwirkung zweier Teilaffinitaten zu den 
im Rohrzuckermolekiil eingehenden Fructose- und 
Glucoseresten sich zusammensetzt. Schon in Ab- 
schnitt VII, 6 wurde die quantitative Beziehung zwischen den 
Affinitatskonstanten der in Betracht kommenden Enzym—Zucker- 
verbindungen erwaihnt und auf eine weitere Folgerung dieser Be- 
trachtungsweise beziiglich des Aciditatseinflusses auf die Affinitiit 
zu den Zuckern Fructose, Glucose und Rohrzucker hingewiesen. 

Wir wollen nun die Affinitiitsverhaltnisse des jetzt unter- 
suchten Enzyms, die #-Glucosidase des Emulsins, etwas naher 
besprechen. 

Bei den Untersuchungen von E. Fischer?) iiber die Spal- 
tung verschiedener Glucoside durch Emulsin (8-Glucosidase) 
wurden teils besondere Versuche iiber die Spaltbarkeit einiger 
Glucoside, in welchen die Zuckerkomponente in verschie- 
dener Weise verandert war, ausgefihrt, teils liegen auch ver- 
gleichende Versuche iiber die relativen Geschwindigkeiten bei 
der Spaltung von Glucosiden mit verschiedenen Alkohol- 
komponenten vor. Diese Versuche von E. Fischer zeigen 
einerseits, wie auBerordentlich groB der Kinflu8 der Konstitution 





1) H. v. Euler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 9 Nr. 13 (1924); 
Diese Zs. Bd. 143, 79 (1925); Institut International de Chimie Solvay, 
Deuxiéme Conseil tenu 4 Bruxelles (avril 1925). 

*) E. Fischer, Untersuchungen tiber Kohlehydrate und Fermente. 
Berlin 1909 und 1922. | 
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und Konfiguration der Zuckerkomponente auf die absolute 
Spezifitat der 6-Glucosidase ist, anderseits geht mit Deutlichkeit 
hervor, daB auch die Alkoholkomponente auf die Angreifbar- 
keit einen wesentlichen Einflu8 ausiibt, und zwar diirfte gerade 
die Natur der Alkoholkomponente bei gleichbleibender 
Zuckerkomponente fiir die relative Spezifitit maB- 
gebend sein. Erwahnt seien hier nur die interessanten Er- 
gebnisse iiber die verschiedenen Ester und Derivate der Gluco- 
sido-glykolsiuren sowie iiber die von E. Fischer hervor- 
gehobene groBe Verschiedenheit bei der Spaltung von Gluco- 
siden mit aliphatischen oder aromatischen Alkoholkomponenten. 
Betretfend die Glucosido-glykolsduren laBt sich noch nicht 
sagen, inwieweit die verschiedenen beobachteten Spaltungs- 
geschwindigkeiten ausschlieBlich durch verschiedene Zerfalls- 
geschwindigkeiten der Enzym—Substratverbindungen erklart 
werden kénnen, oder ob nicht auch eine Verschiedenheit in den 
Affinitétsverhaltnissen zum Teil die Variation der Angreifbarkeit 
bedingen kénnte. Betreffend der Verschiedenheiten der Gluco- 
side der aliphatischen und der aromatischen Reihe — sowie 
die Verschiedenheiten innerhalb der letzteren — kénnen wir 
aber mit Bestimmtheit sagen, daB die variierende Angreifbar- 
keit durch die #-Glucosidase —- die relative Spezifitat der 
8-Glucosidase — teilweise in die Verschiedenheit der Affinitaten 
der einzelnen Glucoside zu dem gemeinsamen Enzym liegt. 
Wir haben nimlich im vorigen gesehen, daB die Affinitits- 
konstanten der verschiedenen Glucosid-f-Glucosidaseverbin- 
dungen sehr stark variieren. In dhnlicher Weise wie betr. 
Rohrzucker-Raffinose finden wir, daB bei Herantritt von 
beispielsweise Saligenin oder Phenol zu Glucose die Affinitit 
des Glucosids viel gréBer als die Affinitiét der Glucose zu dem 
Enzym ist, wihrend bei dem f-Methylglucosid durch die An- 
lagerung der Methylgruppe an Glucose die Affinitit stark ver- 
mindert wurde. Ein nicht geringer Parallelismus be- 
steht nun zwischen einerseits Affinitét zu den ver- 
schiedenen Glucosiden und andererseits Hemmung 
der #-Glucosidasewirkung durch die entsprechenden 
Alkohole. Sogar die quantitative Berechnung der Affinitats- 
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konstanten der hypothetischen Alkohol-§-Glucosidaseverbin- 
dungen ergab solche Werte, daB eine gewisse Proportionalitit 
zwischen diesen Konstanten und den entsprechenden Konstanten 
der Glucosid—Enzymverbindungen zu bestehen scheint: 


Tabelle 81. 


Vergleich der Affinititskonstanten einiger Alkohol-§-Glucosidaseverbin- 
dungen mit den entsprechenden Konstanten der Glucosid-§-Glucosidase- 
verbindungen. 








Alkohol | Methylalkohol} Phenol | Hydrochinon| Saligenin| Salicylaldehyd 


























Ky, 0,27 4,7 2+5,7 5,8 (10) 
Ky 1,4 ~ 20%) 24 83 62 
Ky/Ky, 5,2 4,3 4,2-2 5,7 (6) 


Besonders auffallend ist die Ubereinstimmung der Quo- 
tienten Ky/Ky, im Falle des Methylalkohols und Saligenins 
wegen der sehr stark differierenden Werte der Affinitits- 
konstanten. 

Was den Zahlenwert der Quotienten Ky/Ky, betrifft, ist 
er unbedeutend kleiner als die gemessene Affinitaitskonstante 
der 8-Glucose-8-Glucosidaseverbindung. Wir finden also, daB 
bei dem hier untersuchten Enzym die Affinititskonstante der 
Enzym—Substratverbindungen etwas kleiner zu sein scheint 
als das Produkt Ky,-Ky, Die Erklarung hierfiir kénnte in 
folgender Weise gegeben werden: 

Die gemessene Affinitit zu den freien Alkoholen ist wahr- 
scheinlich durch die Anwesenheit der HO-Gruppe bedingt, 
wahrend die Affinitat der freien $-Glucose durch Zusammen- 
wirkung der Teilaffinititen zu den verschiedenen Sauerstoff- 
atomen im Zuckermolekiil sich darstellt. Bei den Glucosiden 
ist nun die Hydroxylgruppe des Alkohols mit der Hydroxyl- 
gruppe am Aldehydkoblenstoffatom in Reaktion getreten. Bei 
dem Ubergang der Gruppe 


H—O—R mu GL.-O—R 





1) R. Willstaitter, R. Kuhn u. H. Sobotka, Diese Zs. Bd. 129, 
8, 83 (1928), 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVII. 10 
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wird wahrscheinlich die Affinitit etwas vermindert (vgl. Hydro- 
chinon und Hydrochinonmonomethylather). 

Unter der Annahme, da8 die Affinitit wegen der An- 
wesenheit von Restvalenzen an den Sauerstoffatomen *) zustande 
kommt, wire also die Bindung der Glucoside an die £-Gluco- 
sidase in folgender Weise zu formulieren: 








| Enzym | 
a 
| Glucose |-O—R 





Unter Beriicksichtigung der Mitwirkung von simtlichen 
im Glucosid vorhandenen Restvalenzen an Sauerstoffatomen 
wiren also fir die Bindung des @-Methylglucosids die in der 
Formel (I) angegebenen Restvalenzen bestimmend. : 


CH,—O—C—H — H—C—O—CH, 
Pa wa 
H—C—O—H | gle Glnadiien 
O-~ * 
H—O—C—H | H—O—C—H | 
| ye | all 
H—C—~ H-—C—~ 
het ( 
a ig H—C—O—H 
ae 
H—C—O—H sg tiem 
| 
H H 
I II 
6-Methylglucosid a-Methylglucosid. 


Die Unspaltbarkeit des «-Methylglucosids wird durch die 
Formel (II) verstiindlich, auch wenn die freie a@-Glucose Affi- 
nitit zur f8-Glucosidase zeigt. 

Diese Betrachtungsweise fallt also mit den Anschauungen 
KE. F. Armstrongs?) nahe zusammen: ,,Attachment of enzyme 





1) Vgl. A. Werner, Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der 
anorganischen Chemie, 4. Aufl. 1920, 8. 265. — Es soll betont werden, 
daB die hier entwickelten Vorstellungen, nur als einen Versuch, die 
Spezifititsverhiltnisse der 6-Glucosidase von theoretischem Standpunkt 
erklirbar zu machen, betrachtet werden darf. 

*) E. F. Armstrong, The carbohydrates and the glucosides. 4. Ed. 
S. 188 (1924). 
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to hydrolyte takes places no doubt through the oxygen atoms 
of the hydroxylgroups. In these the oxygen atom possesses 
residual affinity, that is, is not fully saturated and it is there- 
fore able to combine with appropriate elements of the mole- 
cule of the enzyme“. Wie Armstrong hervorgehoben hat, 
wire nach dieser Ansicht die Spaltbarkeit des Tetramethyl-@- 
methylglucosids*) (III) verstindlich. Unter Beriicksichtigung 
der oben gefundenen geringen Affinitét der direkt mit einer 


Methylgruppe verbundenen —(-Gruppe ist aber vielleicht 
die Gesamtaffinitit zwischen dem Tetramethylglucosid und der 
8-Glucosidase, als vermittelt durch nur mit Methylgruppen 
verbundenen Sauerstoffatomen (mit eventueller Ausnahme des 
Ringsauerstoffatoms), im Verhaltnis zu der Affinitaét des 
B-Methylglucosids, (Ky ~ 1,4) in hohem Grade _ herabgesetzt. 
Wegen eventuell eintretender sterischer Hinderung fiir die Bin- 
dung der Glucoside an das Enzym bei Einfiihrung von Methy]l- 
oder Acetylgruppen usw. braucht aber auch nach dieser Be- 
trachtungsweise Bindung und Spaltung nicht mit Notwendig- 
keit eintreten. ”) 














Bed Pi | oe 
H—C-O-CH, 7 H—C—0—H ea ae 
\ O te 
CH,—O—C-—H | ia B—O—C0-H 0- 
at OH i ue 
a ; ae H-—O-—-0—H 
L Ph H—O—O0—H ae 
H—C—O—CH, ft Ys H—C——-— 
ae H—C—O—H 
H—C—O—CH, | H 
] H 
H 
(II) (IV) (V) 
Tetramethyl-$-methyl- — v — 
glucosid Methylxylosid 





1) Th. Purdie und J. C. Irvine, Jl. Chem. Soc. Bd. 85, S. 1049 
(1904); J. C. Irvine und A. Cameron, Jl. Chem: Soc. Bd. 87, S. 900 
(1905). 

*)H. Ryan und G. Ebrill, Proc. Irish Acad. Bd. 26B, S. 53 
(1906); R. Kuhn und H,. Schlubach, Diese Zs. Bd. 143, S, 154 (19265). 

10* 
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Gleichgiiltig ob man fiir die Konstitution und Konfiguration 
der beiden Methylxyloside fiir die Formel ([V)*) oder (V)?) sich 
entschlieBen muB, ist die Unspaltbarkeit*) derselben durch die 
spezifischen @- und #-Glucosidasen ohne weiteres verstindlich 
(vgl. hierzu aber die mitgeteilten Versuche iiber die Hemmung 
der #-Glucosidasewirkung durch die verschiedenen Formen der 
Xylose). Bei diesen, sowie bei anderen durch Emulsin noch 
nicht gespaltenen Glucosiden («-Methylglucosid)*), Pentosiden 
Arabinosiden)®) usw. mu8 auch damit gerechnet werden, daf 
wir nicht mit einer vollkommenen Nichtangreifbarbeit zu tun 
haben (absolute Spezifitat) sondern, daB die relative Spezifitit 
in diesen Fallen nur sehr weitgehend differenziert ist. Be- 
sonders in Anbetracht der Ergebnisse von H. Bierry®) iiber 
die gleichzeitige Spaltbarkeit des a- und #-Methylglucosids 
durch den enzymreichen Saft aus Helix pomatia, der ahnlichen 
Ergebnisse von A. W. Dox und R. E. Neidig’) an Aspergillus 
niger und schlieBlich in Anbetracht der Tatsache, daB auch 
in gewdhnlichen Kulturhefen §-Glucosidasen zugegen sein 
kénnen*), mu8 die Annahme der unbeschrankten absoluten 
Spezifitat der a- und #-Glucosidase vielleicht modifiziert 
werden.) Ich erinnere in diesem Zusammenhang nochmals 





1) K. Freudenberg u. O.Svanberg, Chem. Ber. Bd. 55 8. 3239 
(1922); O. Svanberg u. K. Sjéberg, Chem. Ber. Bd. 56, S. 863, 1448 
(1923); O. Svanberg, Chem. Ber. Bd. 56, S. 2195 (1923). 

*) E. L. Hirst u. C. B. Purves, Jl. Chem. Soc. Bd. 123, 8. 1352 
(1923). Vgl. H. Pringsheim, Zuckerchemie, Leipzig 1925, 8. 235. 

8) E. Fischer, Chem Bei. Bd. 28, 8. 1145 (1895) und zwar 1158. 

*) Spaltung des o«-Methylglucosids unter Anwendung der hier unter- 
suchten §-Glucosidase konnte nicht beobachtet werden, trotz der nach- 
gewiesenen Affinitit zu a-Glucose. 

5) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 28, 8. 1429 (1895); H. oan u. 
G. Ebrill, Proc. Irish Acad. Bd. 26B, S. 53 (1906), 

®) H. Bierry, C. R. Bd, 149, S. 314 (1909). 

) A. W. Dox u. R. E. Neidig, Biochem. Zs. Bd. 46, S. 397 (1912). 
Vgl. H. Pottevin, Ann. Inst. Pasteur, Bd. 17, S. 31 (1908). 

8) Th. A. Henry u. Auld, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, S. 568 (1905); 
Th. Bokorny, Biochem. Zs. Bd. 75, S. 376 (1916); C. Neuberg u. 
E. Firber, Biochem. Zs. Bd. 78, S. 264 (1916). 

*) Vgl. E. Fischer u. Zemplén, Liebig, Ann. der Chem. Bd. 365, 


S. 1 (1908) und zwar §. 2. 
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an die Affinitat der #-Glucosidase zu @#-Glucose und die 
ausgepragte Affinitat der Saccharase der Kulturhefen zu 
8-Glucose. 

Kine Theorie dariiber, welche Gruppen bei den verschiedenen 
in Betracht kommenden Substraten fiir die Bindung an die 
betreffenden Enzyme bestimmend sind, welche Gruppen 
also die GréBe der Affinitét zwischen Enzym und Substrat 
bestimmen, muB auch iiber die folgenden Tatsachen Rechen- 
schaft geben kénnen: 


1. Die Methylfructoside scheinen von Saccharase nicht 
gespalten zu werden.?) 

2. Die Nichtidentitit der «-Glucosidase (Maltase) und 
»Gluco-Saccharase“ (R. Kuhn’). 

3. Das Vorkommen einer ,,Gluco-Lactase“ und einer 
yaalakto-Raffinase* in Emulsin (EK. F. Armstrong, C. Neu- 
berg, R. Kuhn). 


Ganz besonders scheinen die Verschiedenheiten der nach 
Kuhn in Emulsin nicht vorkommenden ,,Galakto-Lactase“ und 
der in Emulsin vorkommenden ,,Galakto-Raffinase“ eine nihere 
Prazisierung auf Grund der von Kuhn entwickelten Vor- 
stellungen zu bediirfen. 

Durch die Vorstellung, daB fiir die Bindung der Substrate 
an die hydrolysierenden Enzyme %) beide Komponenten der 
spaltbaren Substrate mafSgebend sind, erledigen sich aber diese 
Schwierigkeiten ohne weiteres. DaB nicht in allen Fallen die 
relative Spezifitit in ahnlicher Weise, wie hier geschehen ist, 
quantitativ zu berechnen ist, braucht aber keineswegs als ein 





1) C.S. Hudson u. W. H. Brauns, Jl. Amer. Chem. Soe. Bd. 38, 
S. 1216 (1916); H. Pottevin, Ann. Inst. Pasteur Bd. 17, 8. 31 (1903) 
und zwar §. 40ff.; vgl. E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 28, 1145 (1895) und 
zwar §. 1160. 

2) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, 8.57 (1923); Die Naturwissen- 
schaften Bd. 11, S. 732 (1923). 

8) Vgl. H. E. Armstrong u. E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soe. 
Bd. 79, S. 860 (1907) besonders S. 364; H. E. Armstrong, E. F. Arm- 
strong u. E. Horton, Proc. Roy. Soe. Bd. 85, S. 363 (1912) und zwar 
8. 366; E. F. Armstrong u. H. E. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 86, 
S. 561 (1913). 
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Beweis gegen die Richtigkeit der gemachten Voraussetzungen 
betrachtet werden. 

Kine Schwierigkeit, die nicht iibersehen werden darf, ist, 
die Beobachtungen zu erkliren, da8 in gewissen Fallen keine 
Affinitit zu dem einen Spaltungsprodukt gemessen werden 
konnte, wie bezgl. des Einflusses der Spaltungsprodukte auf die 
Wirksamkeit der Takasaccharase sowie des rohrzuckerspaltenden 
Enzymis in Penicillium glaucum.’) Eventuell haben wir es hier 
mit einer sehr starken Affinitat zu der einen Komponente (in 
der Tat war die Hemmung durch Glucose sehr stark) und 
einer geringen Affinitit zu der anderen Komponente zu tun. 
Wir kénnen in diesem Zusammenhang auch auf die Messungen 
von Armstrong?) hinweisen, der bei Lactase eine starke 
Hemmung durch das eine Spaltungsprodukt und eine geringe 
oder kaum meBbare Hemmung durch das andere Spaltungs- 
produkt gefunden hat. Betr. der Takasaccharase*), sowie der 
glucosidspaltenden Komponenten *) des Aspergillus oryzae miissen 
weitere ergiinzende Versuche angestellt werden. 


XII. Zusammenfassung. 


Im folgenden werden die Problemstellungen und Ergeb- 
nisse der vorliegenden Arbeit zusammengefaBt. 


1. Durch Extrahieren des entfetteten Mandelpulvers (Pla- 
centa amygdalarum amararum) mit verdiinntem Ammoniak, 
Fallung der Kiweifstoffe mit Essigsiure, Fallung des Enzyms 
durch Alkohol oder Aceton, Auflésung der Fallung in Wasser 
wurden Enzymlésungen erhalten, deren enzymatische Wirk- 
samkeit durch Angabe von Sal. f= 0,1—0,3 charakterisiert ist. 





11H. v. Euler, K. Josephson u. B. Séderling, Diese Zs. 
Bd. 139, S. 1 (1924). 

*) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 500, 516, 526 
(1904); H. E. Armstrong, E. F. Armstrong u. E. Horton, Proc. Roy. 
Soc. Bd. 80, S. 821 (1908); vgl. auch H. P. Barendrecht, Zs. physikal. 
Chem. Bd. 54, 8. 367, (1905). 

8) Y. Hattori, Biochem. Zs. Bd. 150, 8. 150 (1924). 

*) J. Hatano, Biochem. Zs. Bd, 151, S. 501 (1924). 
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2. In besonderen Versuchsreihen wurde die Reaktions- 
kinetik bei der Spaltung von Salicin, Helicin, #-Methylglucosid 
und Arbutin untersucht. Die zwei ersten Glucoside wurden 
durch die angewandten Enzympriparate mit einer Geschwindig- 
keit gespalten, die nach der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen berechnet, ziemlich konstante Werte der Reaktions- 
koeffizienten ergab. Bei der Spaltung des Arbutins wurde eine 
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit im Fortschritt der 
Reaktion beobachtet, also abnehmende Werte der Reaktions- 
koeffizienten erster Ordnung berechnet. Diese von der Salicin- 
und Helicinspaltung abweichende Kinetik wurde auf die Hem- 
mung durch Hydrochinon zuriickgefihrt. 

3. Die Kinetik ist von der Aciditit des Reaktionsmediums 
abhingig. Die teilweise Erklirung hierfiir ist in der ver- 
schiedenen Stabilitat des Enzyms bei verschiedenen Acidititen 
zu finden. Die verschiedene Mutarotationsgeschwindigkeit der 
entstehenden f-Glucose ist auch zu_beriicksichtigen. (Ver- 
schiedene Hemmung durch a«- und #-Glucose.) 

4, Verschiedene Bezeichnungen der Aktivitét von Enzym- 
priparaten wurden diskutiert. Zur Charakterisierung der 
enzymatischen Wirksamkeit von #-Glucosidasepraparaten wurde 
die Bezeichnung Sal.f eingefiihrt und die Grenzen ihrer 
Anwendbarkeit ermittelt. Unter Einfiihrung der Affinitits- 
konstante der Salicin-f-Glucosidaseverbindung wurde ein Faktor 
zur Umrechnung von Sal.f zu #-Gl-W. (Willstatter) er- 
mittelt. 

5. Die Aktivitaéts-p,-Kurven der enzymatischen Spaltung 
von f-Methylglucosid, Salicin, Helicin und Arbutin wurden 
untersucht. Die Kurven fiir Salicin- und Helicinspaltung 
wurden sehr nahe zusammenfallend gefunden, was mit den 
alteren Angaben von R. Willstatter und G. Oppenheimer 
in Widerspruch steht. Die Aktivitits-p,-Kurve der #-Methyl- 
glucosidspaltung ist nach meinen Messungen etwas nach der 
sauren Seite verschoben, wihrend die Kurve der Arbutin- 
spaltung noch weiter verschoben ist. Die p,-Optima sollten 
liegen bei: §-Methylglucosid-, Salicin-, Helicinspaltung etwa 4,4; 
Arbutinspaltung etwa 4,1. 
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6. Der Einflu8 der Substratkonzentration auf die Ge- 
- schwindigkeit der Spaltung der genannten vier Glucoside wurde 
untersucht und die scheinbaren Dissoziations- bzw. Affinitiats- 
konstanten der Enzym—Substratverbindungen berechnet: 
Substrat 6-Methylglucosid SSalicin  Helicin Arbutin 
Ke ~ 1,4 ~ 33 ~ 62 ~ 24 

7. Der EinfluB der Aciditét auf die scheinbare Affinitats- 
konstante der Salicin—Enzymverbindung wurde untersucht. Es 
wurde ein ahnlicher Kinflu8 gefunden, wie vorher betr. der 
Affinitit der Glucose zu Saccharase vom Verfasser gefunden 
worden ist. 
8. Die theoretische Berechnung der Aktivitits-p,,-Kurven 

der Salicin-, Helicin- und #-Methylglucosidspaltungen konnte 
in Ahnlicher Weise wie vorher bei Saccharase und Raffinase 
unter Annahme der elektrochemischen Natur der (-Glucosidase 
und §-Glucosidase-Substratverbindungen (K, = 4-10~") durch- 
gefiihrt werden, wenn die Anderung der Affinititskonstanten 
der Enzym—Substratverbindungen mit der Aciditat beriicksichtigt 
wurde. 
9. Bei dem Vergleich der Siure- und Enzymhydrolyse des 
Arbutins und Salicins wurden ahnlich groBe Verschiedenheiten 
wie R. Kuhn und H. Sobotka bei £-Phenylglucosid und Salicin 
gefunden haben, festgestellt. 
10. Bei Untersuchung der Hemmung der (-Glucosidase- 
wirkung durch Glucose wurde Hemmung durch beide Formen 
der Glucose konstatiert. Die Hemmung war allerdings etwas 
ausgeprigter bei der #-Glucose als bei a-Glucose. Die aus 
den einzelnen Versuchen mit verschiedenen Substraten be- 
rechneten Werte der Affinitaétskonstante der Glucose—Enzym- 
verbindungen stimmen miteinander gut iiberein, was bemerkens- 
wert ist, wegen der groBen Verschiedenheit der Affinitatskon- 
stanten der Enzym—Glucosidverbindungen. 
11. Die Hemmung der f-Glucosidasewirkung durch die 
beiden Formen der Xylose (frisch geléste Xylose und Gleich- 
gewichtsform der Xylose) zeigte eine abhnliche Verschiedenheit 
beider Formen wie friiher bei der Saccharase gefunden worden 
ist. Die Hemmung durch die frisch geléste Form war also 
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gréBer als die Hemmung durch die Gleichgewichtsform. Diese 
Tatsache sowie die gefundenen Verhiltnisse betr. Anderung 
der Affinitatskonstanten der Salicin-8-Glucosidaseverbindung 
und Glucose—Saccharaseverbindung bei Anderung der Aciditit 
spricht fir eine bemerkenswerte Ahnlichkeit zwischen den 
,Glucose-Affinititen“ der beiden Enzyme. 

12. Galaktose und Arabinose hemmen die /-Glucosidase- 
wirkung, aber nicht so stark wie Glucose oder frisch geléste 
Xylose. Die Hemmung scheint hauptsichlich auf die 6-Formen 
zurickgefiihrt werden zu kénnen, was wieder mit den Ergeb- 
nissen an Saccharase iibereinstimmt. 

13. Fructose und Disaccharide zeigen keine Hemmung 
der #-Glucosidasewirkung. Unter Beriicksichtigung der oben 
erwihnten SchluBfolgerungen betr. der Ahnlichkeit der Glucose- 
Affinitéten der Saccharase und §-Glucosidase und der Wirkung 
der Fructose auf die Saccharase ist wegen der Unwirksamkeit 
der Fructose bei der (-Glucosidasewirkung auf die Existenz 
und Verschiedenheit der voneinander getrennten ,,Fructose“- 
und ,,Glucose“-Affinititen der Saccharase zu schlieBen. 

14. Bei der Hemmung der #-Glucosidasewirkungen durch 
Alkohole scheinen gleichzeitig zwei verschiedenartige Hemmungs- 
erscheinungen vorhanden zu sein: a) Kine Hemmung, welche 
von der Konzentration des Substrates abhangig ist und also 
auf eine ,,Affinitit“ zwischen Enzym und Alkohol deutet. 
b) Eine Hemmung wegen Herabsetzung der Zerfallsgeschwindig- 
keit der Enzym—Substratverbindung. Diese letztere Hemmungs- 
art hat vielleicht ihren Grund in ‘hnlichen Einfliissen auf das 
Enzym, die Alkohole und dhnliche Stoffe auf EKiweiBstoffe und 
andere hochmolekulare kolloidal geléste Stoffe ausiiben. 

15. Unter Beriicksichtigung der zuletzt besprochenen 
Hemmungsart lassen sich aus der zuriickbleibenden Hemmung 
erster Art die scheinbaren Dissoziations- bzw. Affinitits- 
konstanten der nach der Theorie vorhandenen Alkohol-Enzym- 
verbindungen berechnen. Diese Konstanten zeigen keinen 
,Gang“ bei Anderung der Substratkonzentration und sind un- 
abhingig von der Affinititskonstante der Enzym—Substrat- 
verbindung in der Hinsicht, daB die aus den Hemmungen bei 
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Spaltung verschiedener Substraten berechneten Werte iiber- 
einstimmen. Die Konstanten (X,,, bzw. Ky,) wurden fiir Methyl- 
alkohol, Saligenin, Salicylaldehyd, Phenol, Hydrochinon und 
Hydrochinonmonomethylather berechnet. 

16. Die Hemmung der Salicin- und Arbutinspaltung durch 
Hydrochinon (wie durch Glucose) ist mit der Annahme ver- 
einbar, da8 Salicin und Arbutin durch ein gemeinsames Enzym 
hydrolysiert werden. Die ialteren Angaben von A. Fichten- 
holtz sind also nicht bestitigt worden. 

17. Die Frage nach der absoluten und relativen Spezifitit 
einiger Enzyme wurde erértert und die Annahme von R. Kuhn 
iiber das Zustandekommen der Bindung zwischen Enzym und 
Substrat durch Vermittlung von nur einer Komponente des 
Substrates kritisiert. Bezgl. des vorliegenden Enzyms (6-Gluco- 
sidase} wurde schon aus den Alteren Beobachtungen von 
K. Fischer auf die Bedeutung der beiden Komponenten der 
Glucoside fiir die relative Spezifitat der £-Glucosidase hin- 
gewiesen. Ks wurde gezeigt, daB in aibnlicher Weise wie bei 
der Saccharase aus Unterhefe H die Affinitét der untersuchten 
f-Glucosidasepraparate zu den verschiedenen spaltbaren Gluco- 
siden als zusammengesetzt aus zwei Teilaffinititen zu den 
beiden Komponenten der Substrate betrachtet werden kann. 
Die quantitativen Berechnungen iiber die relative Spezifitat 
(Affinitiit) erméglichen die Affinitaiten zu den verschiedenen 
Substraten aus den Teilaffinititen approximativ vorauszusehen. 

18. Die Frage nach der Art der Bindung zwischen Enzym 
und Substrat und den Gruppen, welche fiir die Bindung in 
Betracht kommen kénnen, wurde erértert und einige Schlub- 
folgerungen bezgl. der Spezifitit einiger zuckerspaltenden 
Enzyme wurden zur Diskussion gebracht. 
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Uber die synthetisierende Wirkung der /-Glucosidase 
des Emulsins. 
Von 
Karl Josephson. 
Mit 6 Figuren im Text, 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1925.) 
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I. Einleitung. 


Bei den durch Enzyme bewirkten oder beschleunigten 
Spaltungen zusammengesetzter Stoffe in ihre einfacheren Bau- 
steine sind die Verhiltnisse, welche fiir die Enzymreaktionen in 
erster Linie maBgebend sind, wie der HinfluB der Enzym- und 
Substratkonzentration, die Bedeutung der Wasserstoffionen- 
konzentration im Reaktionsmedium, die Wirkungen von Akti- 
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vatoren und Hemmungskérpern, der Temperatureinflu8, nun- 
mehr in vielen Fallen auch in quantitativer Hinsicht studiert 
worden. Dagegen sind aber unsere Kenntnisse iiber die Fak- 
toren, welche fiir die umgekehrte Wirkung der Enzyme — die 
enzymatische Synthese — bestimmend sind, noch in er- 
heblichem Grade unbekannt und kaum in einem einzigen Falle 
in eingehender oder erschépfender Weise quantitativ unter- 
sucht. Und doch muB sicher die synthetisierende Wirkung 
vieler Enzyme als eine besonders wichtige Aufgabe der ,,spezi- 
fischen Katalysatoren“ der organischen Welt betrachtet werden. 

Im Anschlu8 an meine Untersuchungen und theoretischen 
Berechnungen iiber die @-Glucosidase als glucosidspaltendes 
Enzym habe ich einige Versuche iiber die synthetisieren- 
den Wirkungen meiner Enzympriparate angestellt. DaB die 
Synthese der f-Glucoside aus den Komponenten Glucose und 
Alkohol durch eine mit der £-Glucosidase des Emulsins iden- 
tische #-Glucosidase durchgefiihrt werden kann, diirfte nach 
den grundlegenden und umfassenden Untersuchungen von 
E. Bourquelot und Mitarbeitern als sichergestellt angesehen 
werden kénnen. Es ist ja durch diese Untersuchungen fest- 
gestellt worden, daB bei der enzymatischen Spaltung und 
Synthese der §-Glucoside eine von beiden Seiten erreichbare 
unzweifelhaft echte Gleichgewichtslage erreicht werden kann. 

Die im folgenden mitgeteilten Versuche beziehen sich be- 
sonders auf die Aciditats- und Affinititsverhiltnisse bei der 
enzymatischen #-Methylglucosidsynthese. Die Ergebnisse stehen 
mit den bei der Spaltung von Glucosiden gewonnenen Resultaten 
in gutem Kinklang. Die quantitativen Beziehungen, welche 
bei der Spaltung gewonnen wurden, konnten bei der Synthese 
wiedergefunden werden. Die Identitét des synthetisierenden 
Enzyms mit dem spaltenden Enzym wird also bestitigt und 
zwar konnte dieser Nachweis der Identitit nur unter An- 
wendung des Massenwirkungsgesetzes bei der Berech- 
nung der Versuchsdaten erméglicht werden. Ebenso wie die 
enzymatische Spaltung von #-Glucosiden scheint die enzy- 
matische Synthese der f-Glucoside durch das Massenwirkungs- 
gesetz geregelt zu sein. 
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II. Geschichtliche Ubersicht. 


Da8 in den lebenden Zellen sowohl in Tier- wie Pflanzen- 
welt der Aufbau vieler zusammengesetzten Stoffe aus kleineren 
Bausteinen unter Mitwirkung von Enzymen durchgefihrt wird, 
diirfte nicht bezweifelt werden kénnen. Doch hat man die 
Rolle der Enzyme bei den Synthesen erst viel spiiter als bei 
den enzymatischen Spaltungen erkannt. 

G. Tammann?’) scheint zuerst die Vermutung ausgesprochen 
zu haben, daf die Enzyme in vitro synthetische Wirkungen 
ausiiben kénnen, nimlich daB es méglich wire, ,,durch ge- 
eignete Kombination der Reaktionsprodukte mit dem Ferment 
und dem urspriinglich vorhandenen Stoffe eine Wiedervereinigung 
der Reaktionsprodukte zu erzielen“. Als spiter van’t Hoff?) 
auf die eventuelle synthetisierende Wirkung gewisser Fermente 
hinwies, lagen schon die ersten experimentellen Ergebnisse 
iiber eine enzymatische Zuckersynthese vor, nimlich die Beob- 
achtungen von Croft Hill ) tiber die Reduktions- und Drehungs- 
inderung einer konzentrierten Glucoselésung unter dem Kin- 
fluB eines maltasehaltigen Hefepriparates. Wahrend Hill 
seine Versuche als eine Synthese von Maltose deutete, hat 
O.Emmerling*) die Ansicht ausgesprochen, daB Isomaltose ge- 
bildet worden war.5) Ahnliche Resultate, niimlich die Synthese 
von Zuckerarten, welche von den betreffenden Enzympraparaten 
augenscheinlich nicht spaltbar sind, haben dann EK. Fischer 
und E. F. Armstrong‘) (Synthese von Isolactose durch Kefir- 
lactase), sowie E. F. Armstrong’) allein (Synthese von Maltose 
durch ,,Emulsin“*), mitgeteilt. 





1) G. Tammann, Zs. physikal. Chem. Bd. 3, 8. 25 (1889). 

*) van’t Hoff, Zs. anorg. Chem. Bd. 18, 8. 1 (1898) und zwar S. 13. 

®) ©. Hill, Jl. Chem. Soc. Bd. 73, S. 684 (1898). 

*) O. Emmerling, Chem. Ber. Bd. 34, S. 600, 2206 (1901). 

5) Vgl. C. Hill, Chem. Ber. Bd. 34, S. 1380 (1901). 

6) E. Fischer u. E, F. Armstrong, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 3151 
(1902). 

’) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 

8) Nach E. Bourquelot wird aber die durch Emulsin spaltbare 
Gentiobiose durch Emulsin synthetisiert. 
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Die erwihnten Beobachtungen iiber Zuckersynthesen ver- 
anlaBten EK. F. Armstrong’) zu der Vermutung, da8 Enzyme 
gerade diejenigen Molekiile aufbauen kénnen, welche sie nicht 
zu spalten vermégen. Diese Verallgemeinerung der oben er- 
wihnten speziellen Versuchsergebnisse kann nicht mehr als 
zutreffend angesehen werden. Allerdings scheinen weitere Ver- 
suche zur Aufklirung der unzweifelhaft recht komplizierten 
Verhiltnisse bei den enzymatischen Zuckersynthesen erforderlich 
zu sein. Kinige solche ergiinzenden Versuche, wobei auch die 
Aciditit des Reaktionsmediums beriicksichtigt wurde, legen 
nun auch von H. Pringsheim und J. Leibowitz?), sowie 
von R. Kuhn und G. E. v. Grundherr’) vor. 

Die ersten eindeutigen Versuche tiber Synthese von Di- 
sacchariden auf enzymatischem Wege haben E. Bourquelot 
und A. Aubry‘) (2 Galaktobiosen), E. Bourquelot und 
M. Bridel®) (Gentiobiose, Cellobiose), sowie E. Bourquelot 
und H. Hérissey*) (Mannobiose) mitgeteilt. 

Betreffs der uns hier am meisten interessierenden enzy- 
matischen Synthesen, namlich die Synthese von Glucosiden’), 
sind wohl die von A. W. Visser®) ausgefiihrten Versuche zur 
Synthese des Salicins aus Glucose und Saligenin durch Emulsin 
die friihesten positiven Beobachtungen iiber eine durch Enzyme 
bewirkte Reaktion zwischen einem Alkohol und Glucose, die 
zu einem Glucosid fiihrt. Eine Synthese in Glucose-Saligenin- 





1) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, S. 592 (1905). 

*) H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. 57, 8, 1576 
(1924). 

8) R. Kuhn u. G. E. v. Grundherr, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1852 
(1924). 

*) E. Bourquelot u. A. Aubry, C. R. Bd. 163, S. 60 (1916); 
Bd. 164, S. 448, 521 (1917). 

5) E. Bourquelot u. M. Bridel, C. R. Bd. 165, 8S. 728 (1917); 
Bd. 168, S. 253, 1016 (1919). 

®) E. Bourquelot u. H. Hérissey, Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 21, 
S. 81 (1920). | 

’) Die Synthese des Amygdalins aus Glucose und Mandelsiure 
nitrilglucosid auf biochemischem Wege wurde von O. Emmerling 
durchgefiihrt [Chem. Ber. Bd. 34, S. 3810 (1901)]. 

8) A. W. Visser, Zs. physikal. Chem. Bd. 52, 8. 257 (1905). 
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lésungen konnte auch van’t Hoff!) beobachten, aber nach den 
spiteren Ergebnissen: von E. Bourquelot und H. Hérissey?) 
scheint unter dem HinfluB der #-Glucosidase des Emulsins 
nicht Salicin gebildet zu werden, sondern ein mit Salicin iso- 
meres Glucosid, dessen Phenolgruppe frei ist und welches also 
durch Reaktion zwischen der Hydroxylgruppe in der alipha- 
tischen Seitenkette des Saligenins und der Glucose gebildet 
ist. Die Synthese eines aromatischen Glucosids, wobei die 
Phenolgruppe in Reaktion trat, glaubte auch W. M. Bayliss?) 
beobachtet zu haben, und zwar die enzymatische Synthese von 
Arbutin aus Hydrochinon und Glucose unter Einwirkung yon 
EKmulsin in Glycerin- Wasserlésung. 

Die von van’t Hoff beobachtete und theoretisch diskutierte 
Synthese in Glycerin—Glucose—Emulsin-Lésungen, wie vielleicht 
auch die oben erwihnten Versuche von W. M. Bayliss sind 
aber nach EK. Bourquelot*) nicht eindeutig; wahrscheinlich 
hatte sich Glucobiose gebildet. 

Von grundlegender Bedeutung sind die hervorragenden 
Untersuchungen von KE. Bourquelot und Mitarbeitern iiber die 
synthetisierenden Wirkungen der «- und §-Glucosidasen (Hefe- 
bzw. Emulsinpraparaten), welche zur Synthese einer groBen 
Zahl von Glucosiden der «- und f-Reihe gefiihrt haben. Die 
Wiedergabe aller Arbeiten dieser Untersuchungsreihe wiirde 
zu viel Platz nehmen und es wird auf die Darstellungen zu- 
sammenfassender Art von EH. Bourquelot®'), sowie von 
H. Hérissey®) hingewiesen. 





41) van’t Hoff, Sitzungsber. d. K. Preu8. Akad. d. Wissenschaften 
Bd. 42, S. 1065 (1909); Bd. 48, S. 968 (1910). 

*) E. Bourquelot u. H. Hérissey, Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 8, 
S. 49 (1918). 

3) W. M. Bayliss, Jl. of Physiol. Bd. 43, S. 455 (1912). 

4) E. Bourquelot, Ann. Chim. Phys. [9] Bd. 4, S. 310 (1915) und 
zwar §. 322, FuBnote. 

5) E. Bourquelot, La Synthése des Glucosides a l'aide de |’Emul- 
sine, Rev. Scientifique, Jan. 1913; Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 10, 8S. 361, 
398 (1914); Ann. Chim. Phys. [9] Bd. 3, S. 287 (1915); Bd. 4, S. 310 
1915); Bd. 7, S. 153 (1917). 

*) H. Hérissey, Bull. Soc. Chim, Bd. 33, S. 349 (1923). 
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Uber die enzymatische Synthese der £-Galaktoside liegen 
einige besonders bemerkenswerte Versuche von E. Bourquelot 
und H. Hérissey?*) vor, niamlich iiber die synthetisierenden 
Wirkungen des Mandelemulsins und der Kefirlactase in Galak- 
tose—Athylalkoholmischungen. Die Synthese des #-Athyl- 
galaktosids gelingt hiernach sowohl durch Mandelemulsin wie 
Kefirpriparate. Nach der Auffassung der Enzym—Substrat- 
verbindungen als reaktionsvermittelnde Molekiile miissen also 
beide Enzyme Affinitét zu Galaktose besitzen. Die Versuche 
von EK. Bourquelot und H. Hérissey widersprechen also der 
Annahme, da8 nur die Kefirlactase Affinitiét zur Galaktose- 
komponente der Lactose, wahrend die Emulsinlactase nur 
Affinitit zur Glucosekomponente hat (KE. F. Armstrong, 
R. Kuhn). Die Verschiedenheiten der beiden Lactasen diirften 
vielleicht nur qualitativer, nicht aber quantitativer Art im 
Sinne von R. Kuhn sein.?) 

Uber die enzymatische Synthese von Mannosiden hat 
H. Hérissey*) in letzter Zeit berichtet. 

Vom physikalisch-chemischen Standpunkt diirften besonders 
die Versuche iiber Glucosidsynthesen, welche ein Vergleich 
zwischen Spaltungs- und Synthesegeschwindigkeiten, sowie das 
Studium des enzymatischen Gleichgewichtes erméglichen, von 
gréBtem Interesse sein. Wir werden aber diese Versuche aus 
Bourquelots Laboratorium erst in anderem Zusammenhang 
besprechen.*) 

Von anderen enzymatischen Synthesen sollen hier nur 
einige wichtigeren erwihnt werden. Uber die Bedeutung des 
Studiums der enzymatischen Synthesen haben sich schon 





) E. Bourquelot u. H. Hérissey, Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 6, 
S. 885 (1912); Bd. 7, S. 110 (1918). 

*) Vgi. die Besprechung der Spezifitit in vorstehender Mitteilung 
Abschnitt XI... 

8) H. Hérissey, ©. R. Bd. 172, S. 1536 (1921); Bd. 173, S. 1406 
(1921); Bd. 175, S. 1110 (1922); Bd. 176, S. 779 (1928); H. Hérissey u. 
J. Cheymol, Jl. Pharm. Chim. [7] Bd. 29, S. 441 (1924); C. R. Bd. 178, 
S. 123, 1872 (1924). 

*) Vel. H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 136, S. 30, 
(1924); O. Bailly, Jl. Chim, Phys. Bd. 16, S. 28 (1918). 
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J. H. Kastle und A. 8S. Loevenhart') ausgesprochen, indem 
nach diesen Forschern zur Lisung des Problems der Enzym- 
wirkungen ,,;we must probably lock to the study of the kinetics 
of enzyme action, and one of the first questions to present 
itself in this connection is: are the enzymes reversible in their 
action?“ Bekanntlich konnten die zitierten Autoren die syn- 
thetisierenden Wirkungen der Esterasen nachweisen und ihre 
Versuche wurden von M. Hanriot?’), H. Pottevin’%), 
A. E. Taylor‘) u. a. bestatigt. Die Estersynthese und das 
Gleichgewicht im System Amylbutyrat, Wasser, Amylalkohol 
und Buttersiure mit und ohne Anwesenheit von Lipase haben 
M. Bodenstein und W. Dietz*) untersucht und die be- 
merkenswerten Versuchsergebnisse diskutiert. Kine Besprechung 
dieser Ergebnisse haben H. v. Euler und K. Josephson) mit- 
geteilt, wobei auf die Affinititsverhaltnisse und ihre eventuelle 
Abhangigkeit von der Aciditit’) Riicksicht genommen wurde. 


III. Bemerkungen zur Methodik. 


Als Enzymmaterial dienten dieselben Emulsinpriparate, 
welche vorher bei Untersuchung der spaltenden Wirkungen der 
6-Glucosidase verwendet wurden und deren Herstellung vorher 
beschrieben worden ist. 

Beim Arbeiten mit den stirker alkoholhaltigen Lésungen 
traten Fallungen aus den Enzymlésungen hervor. Da in einigen 
Fallen eine Mitfallung des wirksamen Enzyms eintreten konnte, 


1) J. H. Kastle u. A.S. Loevenhart, Amer. Chem. Jl. Bd. 24, 
S. 491 (1900). 

*) M. Hanriot, C. R. Bd. 132, §. 212 (1901); Soc. Biol. Bd. 53, 
S. 70 (1901). 

®) H. Pottevin, C. R. Bd. 136, S. 767, 1152 (1903); Bull. Soe. 
Chim. Bd. 35, 8. 693 (1906). 

*) A.E. Taylor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 87 (1906); Zs. physikal. 
Chem. Bd. 69, §. 585 (1909). 

5) M. Bodenstein u. W. Dietz, Zs. Elektrochemie Bd. 12, S. 605 
(1906); W. Dietz, Diese Zs. Bd. 52, S. 279 (1907). 

*) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 136, 8. 30 (1924) 
und zwar S. 42. 

”) Vgl. A. I. Virtanen, Diese Zs. Bd. 137, S. 1 (1924). 
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wurden in solchen Fallen die in Glasflaschen mit eingeschliffenen 
Glasstépseln oder Gummipfropfen aufbewahrten Versuchs- 
mischungen auf der Schiittelmaschine fortdauernd geschiittelt. 
Ks kam vor, daB (besonders wihrend der Nacht) nicht wahrend 
der ganzen Versuchszeiten geschiittelt werden konnte. Wegen 
der sehr langen Versuchszeiten in diesen Fallen und da alle 
vergleichenden Versuche gleichzeitig vorgenommen wurden, 
diirften die hierdurch eventuell vorhandenen Unsicherheiten 
vernachliassigt werden kénnen. Die Versuchstemperatur (19—21°) 
war wihrend einer Versuchsreihe natiirlich nicht véllig konstant. 
Die hierdurch bedingten Variationen in den Reaktionsgeschwindig- 
keiten sind aber belanglos. 

Bei saimtlichen Versuchen wurde eine konstante Aciditiit 
durch Pufferzusatz (Phosphat + Phosphorsiure) aufrecht er- 
halten. Die Messung der Aciditaét geschah in derselben Weise 
wie vorher, nimlich durch elektrometrisches Messen mit Platin- 
elektroden und strémendem Wasserstoff. Die bei wiaBrigen 
Lésungen verwendete Berechnungsweise zur Ermittlung der 
Wasserstoffionenkonzentration (Wasserstoffionenaktivitit) ist bei 
héheren Alkoholgehalten nicht ohne weiteres anwendbar. Ks 
wire nimlich denkbar, daB schon bei den hier benutzten 
Alkoholkonzentrationen gréBere Anderungen im elektrolytischen 
Lésungsdruck des Wasserstoffs eintritt. Die Anderung der 
elektrolytischen Dissoziation von starken Elektrolyten wie HC! 
in Wasser—Alkoholmischungen diirfte aber bei den hier in 
Betracht kommenden Alkoholgehalten (bis 50 Vol.-°/, Methyl- 
und Athylalkohol) nur unbedeutend sein.1) Die Zulassigkeit 
der Berechnung der Aciditit in derselben Weise wie beim 
Arbeiten mit nur wiBrigen Lésungen konnte also durch Messung 
der elektromotorischen Krifte von Ketten folgender Art ge- 
prift werden: 











f Verd. HCl KCl Kalomelelektrode 
2 

Pt Verd. HCl + 

H, Methylalkohol KCl Kalomelelektrode 





1) Vgl. z. B. Cohen, Zs. physikal. Chem. Bd. 25, 8. 1 (1898). 
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Die gemessenen Millivoltzahlen nebst den daraus_ be- 
| rechneten p,,-Werten *) der HCl-Wasserlésungen bzw. HCl-Methyl- 
| alkohol—Wasserlésungen sind aus den folgenden Tabellen er- 
sichtlich. 

















Tabelle 1. 
8 cem HCl (py = 1,85) + 2 cem dest. Wasser. 
M.-Y. 370 370 372 371 
Pu 2,08 2,08 2,12 2,10 
Tabelle 2. 
3cem HCl (pq = 1,85) + 2cem Methylalkohol. 
M.-V. 370 871 374 371 : 
Pu 2,08 2,10 2,15 2,10 














Zwei Versuche mit einer verdiinnteren Salzsiure (p,, =3,26) 
wurden auch ausgefiihrt. Die gemessenen Millivoltzahlen und 
berechneten p,-Werte nach Verdiinnen der Saiure im Ver- 
hailtnis 3:5 waren bei Zusatz von 








Wasser Methylalkohol 








M.-V. 448 451 
Pu 8,48 3,48 








Nach diesen Versuchen wiren also die p,-Werte der 
Methylalkohol—Wassermischungen in derselben Weise wie bei 
Abwesenheit von Alkohol mit einer zu unserem Zweck hin- 
reichenden Genauigkeit berechenbar. 

Die Glucosidsynthesen konnten auf polarimetrischem Wege 
verfolgt werden. 


IV. Synthese von aliphatischen Glucosiden. 


Bei der enzymatischen Synthese der 8-Glucoside aus Glucose 
und Alkohol sind die Verhiltnisse bei aliphatischen und aro- 
matischen Alkoholen sehr verschieden. Wiahrend das Gleich- 
gewicht bei Spaltung und Synthese von aliphatischen (oder 
eventuell nur primaren) Alkohol—Glucosiden ziemlich weit zu 
Gunsten der Glucosidbildung liegt, scheint das Gleichgewicht 





1) Yipp6, py-Tabellen, 2. Aufl. 1922. 


i* 
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im System Glucose—arom. Alkohol—Glucosid— Wasser nahe an der 
vollstiindigen Spaltung des Glucosids zu liegen. Hinige quanti- 
tative Beziehungen iiber die enzymatische Synthese konnten 
deshalb nur bei dem Studium der Synthese solcher Glucoside 
gewonnen werden, wo die mit der Glucose in Reaktion tretende 
Hydroxylgruppe an einem primiaren Kohlenstoffatom gebunden 
war, wie in Methyl- und Athylalkohol. Wir teilen deshalb 
diese Versuche zuerst mit und wollen dann die (orientierenden) 
Versuche iiber Synthesen mit aromatischen Alkoholen (Phenolen) 
besprechen. 

Die meisten Versuche beziehen sich auf die Synthese 
des f-Methylglucosids. Einige Versuche iiber Synthese des 
6-Athylglucosids wurden aber auch als Erginzung ausgefihrt. 


1, EinfluB der Enzymkonzentration auf die Synthese- 
geschwindigkeit. 

Um nachzupriifen, ob bei der synthetisierenden Wirkung 
des Enzyms Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Synthese- 
geschwindigkeit besteht, wurden einige Versuche mit 50 vol.-°/ iger 
Alkohollésung unter Anwendung des Praparats £, (Sal. f= 0,15) 
ausgefiihrt. Die Versuchsmischungen hatten die folgende 
Zusammensetzung: 

20 cem 5°/,iger Glucoselésung, 
25 ccm Methylalkohol (99,5°/,), 

5 ecem 4°/,iger KH,PO,-Lésung, 
amg Enzympriparat £,. 

Der Fortschritt der Synthese wurde polarimetrisch ver- 
folgt. Die Polarisation geschah erst nach Einpipettieren der 
einzelnen Proben (15 ccm) in 5°/,ige Sodalésung (5ccm). Die 
Versuchsresultate sind in der Tab. 3 wiederzufinden. 

Als MaB der Anfangsgeschwindigkeit der Synthese wurde 
die Drehungsinderung wiahrend 24 Stunden gesetzt. Diese 
Drehungsinderung mit den verschiedenen Enzymmengen divi- 
diert, ist nach den Zahlen der letzten Kolumne der Tabelle 
nahe konstant. Wie bei der enzymatischen Hydrolyse von 
6-Glucosiden ist also bei der Synthese die Reaktionsgeschwindig- 
keit der wirksamen Enzymmenge proportional, wenigstens bei 
Anwendung geringer Enzymmengen. 
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Tabelle 3. 
Synthese des §-Methylglucosids. Einflu8 der Enzymkonzentration. 
tee Oe. eee | Drehungs- 
pes rt Drehung iinderung v vja+ 108 
0 y * 
a (mg) Stdn (°) pro 7 Stdn. Mittel 
10 0 1,66 me 
192 1,46 0,025 0,024 24 
337 1,34 0,028 
20 0 1,64 a 
96 1,45 0,048 0,044 22 
192 1,32 0,040 
40 0 1,63 ate 
63 1,38 0,095 0,097 24 
122 1,13 0,098 
100 0 1,63 rvs 
24 1,40 0,23 0,22 22 
87 0,86 0,21 
200 0 1,63 — 
15 1,36 0,43 0,42 21 
48 0,82 0,41 

















2. Aktivitats-p,-Kurve, 

Von Bedeutung war zu untersuchen, inwieweit die Aciditat 
eine gréBere Rolle bei der Synthese spielt und ob der Aciditits- 
einflu8 dem Kinflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
enzymatische Spaltung der Glucoside ahnlich ist. Von’ vorn- 
herein wire es nicht notwendig anzunehmen, daf die Spaltung 
und Synthese dieselben p,,-Optima zeigen sollten. Wir brauchen 
nur an die schon erwihnten Verhiltnisse bei der Lipase zu 
erinnern. Bei der Synthese des a-Methylglucosids sollte aber 
nach KE. Bourquelot und A. Aubry?) das p,-Optimum mit 
dem Optimum der Spaltung zusammenfallen. Die p,-Abhingig- 
keit der synthetischen Wirkungen von Maltasepraparaten haben 
in letzterer Zeit R. Kuhn und G. E. vy. Grundherr?) unter- 
sucht, und dabei die besprochenen Alteren Versuche von 
C. Hill und O. Emmerling genauer beleuchtet. 





1) E. Bourquelot u. A. Aubry, C. R. Bd. 161, S. 184 (1915). 

2) R. Kuhn u. G. E. v.Grundherr, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1852 
(1924). Vgl. auch H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Chem. Ber. Bd. 57, 
S.1576 (1924). 
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Tabelle 4. 


Aktivitiits-py-Kurve der Synthese des §-Methylglucosids. 40 Vol.-’/, 














Methylalkohol. 5 Gew.-°/, Glucose. 
Zeit oe eee Relative 
PH in Drehung an Sacer Anfangs- 
Tagen 8 | geschwindigkeit 
3,38 0 4,28 on 85 
1 4,21 0,07 
2 4,18 0,10 
3 4,18 0,10 
4,12 0 4,27 — 80 
1 4,11 0,16 
2 8,95 0,32 
3 3,79 0,48 
4,59 0 4,27 _ 100 
1 4,07 0,20 
2 3.87 0,40 
3 8,69 0,58 
4,64 0 4,28 “ 100 
1 4,08 0,20 
2 3,89 0,39 
3 3,68 0,60 
4,72 0 4,26 sai 100 
1 4,06 0,20 
2 8,87 0,39 
3 8,67 0,59 
5,36 0 4,27 on 88 
1 4,09 0,18 
2 8,93 0,34 
8 3,76 0,51 
5,57 0 4,26 — 15 
1 4,11 0,15 
2 3,95 0,31 
3 3,82 0,44 
6,25 0 4,27 = 49 
1 4,17 0,10 
2 4,09 0,18 
8 3,97 0,30 
6,90 0 4,24 stk 15 
1 4,21 0,08 
2 4,19 0,05 
3 4,17 0,07 
7,75 0 4,26 — 6 
1 4,25 0,01 
2 4,24 0,02 
3 4,22 0,04 
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Die unten beschriebenen Versuche zeigen nun, daB die 
p,z-Abhangigkeit der Synthesegeschwindigkeit bei der 
Synthese des #-Methylglucosids sehr ihnlich der entsprechenden 
Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Glucosid- 


spaltung ist. Unter Annahme der elektrochemischen Nagar. 


der 8-Glucosidase, welche in Zusammenhang mit der Diskussion 
der Aktivitats-p,-Kurven der #-Glucosidspaltungen niher be- 
sprochen wurde, miissen wir also annehmen, daB die bei der 
enzymatischen Synthese reaktionsvermittelnden Molekiile (un- 
dissoziierte Knzym—Substratverbindungen) in elektrochemischer 
Hinsicht von derselben Art sind wie die reaktionsvermittelnden 
Molekiile bei den enzymatischen Spaltungen. 

Die Versuche zur Bestimmung der Aktivitits-p,,-Kurve 
der Synthese des #-Methylglucosids wurden mit Lésungen ent- 
haltend 40 Vol.-°/, Methylalkohol ausgefiihrt. Die Konzen- 
tration der Glucose betrug 5 Gew.-°/,. In jeder Versuchs- 
mischung von 100 ccm Totalvolumen befanden sich 10 ccm 
0,3 n-Phosphatlésung mit variierender Aciditit und 55 mg des 
KEnzympraparats , (Sal. f = 0,20). 

Die Versuchsdaten finden sich in der Tab. 4. Die Drehungs- 
inderungen sind in der Fig.1 graphisch dargestellt und die 
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unter Anwendung der graphisch ermittelten Antangsgeschwindiy. 3 3, 
keiten konstruierten Aktivitiits-p,,-Kurve findet sich in der big.» 
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Das Optimum der Synthesegeschwindigkeit liegt nach | 
diesen Versuchen bei p,, = etwa 4,6. Die Halfte der maximalen 
Synthesegeschwindigkeit wurde im sauren Gebiet bei p, ~3,) HM «, 
und am alkalischen Kurvenast bei p,~6,2 gefunden. Die @ ; 
Aktivitiits-p,,-Kurve der Synthese wurde also im Verhiiltnis zu 
der entsprechenden Kurve der Spaltung des Methylglucosids 
nach der alkalischen Seite etwas verschoben gefunden. Die Ver- 
schiebung des sauren Kurvenastes wird dadurch erklirlich, dab 


die bei der Synthese angewandten Versuchszeiten viel liinger als @ . 
bei der Spaltung waren. (Vgl. die Besprechung des Hinflusses der 9 », 
Versuchszeiten wegen der herabgesetzten Stabilitat des Knzyms @ .. 


bei héheren Acidititen, die in Abschnitt VI der vorigen Mit MM .., 
teilung mitgeteilt ist.) Die ziemlich geringe Verschiebung des 
alkalischen Astes der p,-Kurve kénnte durch die Unsicherhet @ ... 
der Aciditiitsmessung bedingt sein. Theoretisch ist aber eie 
solche Verschiebung (ein besserer AnschluB an die theorische x. 
Dissoziationsrestkurve) zu erwarten, wegen der griBeren Affinitat | 
der Glucose im Verhiiltnis zu der Affinitit des Methylglucosids 
zum Knzym sowie wegen der bei den jetzigen Versuchen 4! 
gewandten gréBeren Substratkonzentration. 
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3 EinfluB der Glucosekonzentration auf die Synthese- 
vschwindigkeit. Affinitit zwischen Glucose und 
synthetisierendem Enzym. 


Die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes bei Verwertung 
jer bei den enzymatischen Spaltungen gewonnenen Daten hat 
jie Berechnung der Affinititskonstanten der Knzym—Substrat- 
rerbindungen in vielen Fallen erméglicht. So wurden bei den 
(ntersuchungen tiber die enzymatische Spaltung von Glucosiden 
jurch die f-Glucosidase die Affinitatskonstanten zwischen 
Enzym und den vom Verfasser untersuchten Substraten (8-Methyl- 
ducosid, Salicin, Helicin, Arbutin) ermittelt. Auch konnte die 
Hemmung der Glucosidspaltungen durch die Spaltungsprodukte 
aif ahnliche Affinitaétskrafte zwischen Enzym und Spaltungs- 
produkt wie zwischen Enzym und Substrat zuriickgefiihrt 
werden. Besonders wegen der Ubereinstimmung der in simt- 
lichen Fallen berechneten Werte der Affinitatskonstante der 
Verbindung zwischen Enzym und beispielsweise Glucose wurde 
lie Richtigkeit der gemachten Voraussetzungen bestitigt. 

Bei der umgekehrten Reaktion, also der enzymatischen 
‘ynthese der Glucoside, miissen nach unserer Auffassung iiber 
las Zustandekommen der Knzymwirkung ‘hnliche Affinitits- 
wrifte zwischen Enzym und Substrat fiir das Zustandekommen 
md die Geschwindigkeit einer Synthese maBgebend sein.?) 
bei der theoretischen Besprechung und Berechnung des enzy- 


}uatischen -Methylglucosidgleichgewichts hatten H. v. Euler 


md K. Josephson die Annahme gemacht, da8 die durch 
iemmungsversuche bei der Spaltung berechenbare A ftini- 
“tskonstante der Glucose—Enzymverbindung auch fir die 
‘yothesegeschwindigkeit maBgebend ist. Die Berechtigung 
ieser Annahme wird jetzt, wie es mir scheint, in einwand- 
veler Weise bewiesen. Es soll nimlich gezeigt werden, daB 
ie durch Variation der Glucosekonzentration bei der 
‘yuthese berechenbare Affinititskonstante der Glu- 


_ ‘)H.v. Euler, Diese Zs. Bd. 52, 8.146 (1907); H.v. Euler u. 
\. Josephson, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd, 9, Nr. 7 (1924); Diese 
+ Bd. 136, S. 30 (1924). 
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cose—EKnzymverbindung denselben Wert besitzt wi, 
die vorher durch Hemmungsversuche ermittelte Affi. 
nitatskonstante. Zum erstenmal wird also die Affiniti; 
eines synthetisierenden Enzyms zum Substrat (Gluco 
ermittelt, und wegen der Ubereinstimmung dieser Affinitit nj 
der unter Anwendung des Massenwirkungsgesetzes in gan 
anderer Weise ermittelten Affinitit des spaltenden Enzyn; 
zum betreffenden Substrat die Leistungsfihigkeit der Av. 
fassung der Aktivitiits-[S]-Kurven als Dissoziationsrestkurye, 
erwiesen. 

Bei den Versuchen wurde innerhalb jeder Versuchsreil: 
der Alkoholgehalt konstant gehalten und nur die Anfang: 
geschwindigkeiten bei der Synthese (Drehungsinderung pr 
Zeiteinheit) gemessen. Die Anfangsgeschwindigkeiten kinney 


also durch 
v = c-[Glucose-Enzym], 
wo 
[Glucose-Enzym| _ 
[Gluecose]-[Enzym] 





M 


ist, ausgedriickt werden. Ky stellt also, wie bei der enzym- 
tischen Spaltung, die Affinititskonstante der Enzym-Substrat. 
verbindung dar, und die Versuchsmethodik und Berechnuyg 
kann also in dhnlicher Weise wie bei der Spaltung gestaliet 
werden. 

Zwei Versuchsreihen mit Methylalkohol (30 bzw. 40 Vol. 
Prozent) und eine Versuchsreihe mit Athylalkohol (30 Vil: 
Prozent) wurden ausgefiihrt. Wie die Theorie es fordert, wurt 
‘¢ unabhingig von der Konzentration und der Natur de 
Alkohols gefunden. Die Reaktionsmischungen (jede Mischuy! 
von 100ccm Totalvolumen) enthielten 10 com 0,3 n-KH,P0; 
Losung zur Einstellung einer konstanten Aciditait. Die Ver 
suchsdaten sind in den Tabellen 5—7 zusammengestellt, w! 
die, aus den in dhnlicher Weise wie bei der Bestimmung &! 
Aktivitiits-p,-Kurve ermittelten relativen Anfangsgeschwinilt 
keiten, konstruierten Aktivitits-[S]-Kurven sind in den Figure’ 
bis 5 graphisch dargestellt. 





iver 
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Tabelle 5. 
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Synthese des §-Methylglucosids. 30 Vol.-Proz. Methylalkohol. Variation der 


Glucosekonzentration. 46mg Priparat FL, in 100 cem Reaktionsmischung. 





oma 





Konzentration Zeit in 
der Glucose Tagen 
0,028 n. 0 

1 
2 
3 
4 
0,055 n 0 
1 
2 
3 
4 
0,111 n. 0 
1 
2 
3 
4 
0,222 n. 0 
1 
2 
3 
+ 
0,333 n. 0 
1 
2 
3 
+ 
0,444 n. 0 
1 
2 
3 
4 
0,555 n. 0 
1 
2 
3 
4 
0,666 n. 0 
1 
2 
3 
4 








Drehung 


0,41 
0,38 
0,36 
0,34 
0,32 


0,81 
9,76 
0,72 
0,68 
0,65 


1,65 
1,57 
1,48 
1,40 
1,33 


3,33 
3,20 
3,07 
2,96 
2,85 


4,98 
4,83 
4,70 
4,57 
4,48 


6,63 
6,47 
6,33 
6,21 
6,06 
8,33 
8,16 
8,00 
7,86 
7,72 
9,76 
9,59 
9,42 
9,28 
9,15 


| ‘Drehungs- . Relat. Anfangs- 


inderung 


geschwindigkeit 








0,03 
0,05 
0,07 
0,09 
0,05 
0,09 
0,13 
0,16 
0,98 
0,17 
0.25 
0,32 
0,13 
0,26 
0,37 
0,48 
0,15 
0,28 
0,41 
0,55 


0,16 
0,30 
0,42 
0,57 
0,17 
0,33 
0,47 
0,61 
0,17 
0,34 
0,48 





0,61 





16 


30 


50 


86 


93 


99 


100 


Aus dieser Versuchsreihe (Fig. 3) wurde fiir die Glucose-Enzym- 


‘Verbindung berechnet: 


K,, = 0,18 


Ky = 5,5 
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Tabelle 6. 


Synthese des $-Methylglucosids. 40 Vol.-Proz. Methylalkohol. Variation de, 
Glucosekonzentration. 46 mg Priiparat EL, in 100 ccm Reaktionsmischuny, 


‘ee 

















Konzentration Zeit in Drehungs- | Relat. Anfang. 
Drehung "i iia 
der Glucose Tagen inderung | geschwindigkei 
0,055 n. 0 0,89 — 28 
1 0,85 0,04 
2 0,80 0,09 
3 0,76 0,13 
4 0,73 0,16 
0,111 n. 0 1,73 _ 48 
1 1,65 0,08 
2 1,58 0,15 
3 1,51 0,22 
4 1,45 0,28 
0,166 n. 0 2,57 _ 61 
1 2,47 0,10 
2 2,37 0,20 
3 2,29 0,28 
4 2,20 0,37 
0,222 n. 0 3,43 _ 72 
1 3,31 0,12 
2 3,20 0,23 
3 3,08 0,35 
4 2,97 0,46 
0,333 n. 0 5,14 _ 86 
1 5,00 0,14 
2 4,86 0,28 
3 4,72 0,42 
4 4,60 0,54 
0,444 n. 0 6,88 “ 95 
1 6,73 0,15 
2 6,57 0,31 
3 6,41 0,47 
4 6,28 0,60 
0,555 n. 0 8,57 = 99 
1 8.41 0,16 
2 8,24 0,33 
8 8,08 0,49 
4 7,93 0,64 
0,666 n. 0 10,14 - 100 
1 9,98 0,16 
2 9,81 0,33 
3 9,64 0,50 
4 9,48 0,66 














Aus dieser Versuchsreihe (Fig. 4) wurde fiir die Glucose-Enzy! 
verbindung berechnet: 


K,, = 0,185 Ky = 5,4 
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Tabelle 7. 


Synthese des 6-Athylglucosids. 30 Vol.-Proz. Athylalkohol. Variation der 


Glucosekonzentration. 138 mg Priparat F, in 100 ccm Reaktionsmischung. 








— 


Konzentration | Zeit in Drehungs- | Relat. Anfangs- 
Drehung ‘. at 
der Glucose Stunden inderung | geschwindigkeit 

0,055 n. 0 0,85 oon 24 
15 0,78 0,07 
24 0,73 0,12 
48 0,62 0,23 

0,111 n. 0 1,72 se 48 
15 1,58 0,14 
24 1,49 0,23 
48 1,28 0,44 

0,166 n. 0 2,55 on 61 
15 2,36 0,19 
24 2,26 0,29 
48 2,00 0,55 

0,222 n, 0 3,34 _ 71 
15 3,12 0,22 
24 3,00 0,34 
48 2,70 0,64 

0,333 n, 0 5,00 _ 86 
15 4,74 0,26 
24 4,59 0,41 
48 4,19 0,81 

0,444 n. 0 6,66 -_ 93 
15 6,38 0,28 
24 6,22 0,44 
48 5,80 0,86 

0,555 n. 0 8,40 — 99 
15 8,10 0,30 
24 7,92 0,48 
48 7,44 0,96 

0,666 n. 0 9,97 em 100 
15 9,67 0,30 
24 9,48 0,49. 
48 9,00 0,97 














Aus dieser Versuchsreihe (Fig. 5) wurde fiir die Glucose-Enzym- 
bindung berechnet: 


Kk. = 0,19 Ky = 5,3 
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Fig. 5. 


Als Mittel aus den drei Versuchsreihen finden wir fir de 
Affinitiitskonstante der Glucose-Enzymverbindung den Wet 
Ky = 5.4. Dieser Wert stimmt also mit den bei der Hew: 
mung der Salicin-, Helicin-, Arbutin- und £-Methylglucosit: 
spaltung durch Glucose ermittelten Werten 6,3, 6,6, 5,1, bys 
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oder im Mittel 5,8) fiir die Gleichgewichtsform der Glucose 
‘ibereln. 


; EinfluB der Alkoholkonzentration auf die Synthese- 
geschwindigkeit. 


Zur Untersuchung des EKinflusses der Alkoholkonzentration 
aut die Geschwindigkeit der enzymatischen Synthese des 
3Methylglucosids wurden fiinf Versuche mit 10, 20, 30, 40 
ind 50 Vol.-Prozent Methylalkohol in jeder Versuchsmischung 
ron 100ccm Totalvolumen ausgefiihrt. Die Konzentration der 
Glucose betrug in allen Fallen 2°/, (0,11 n.). Zu jedem Ver- 
such kamen 46 mg des Praparates H, zur Verwendung. Die 
Versuchsdaten sind in der Tabelle 8 zusammengestellt. 

Die Anderung des Drehungswinkels wurde wahrend 40 Tagen 
reitlich verfolgt. Nach dem Verlauf dieser Zeit diirfte in allen 
jsungen das enzymatische Gleichgewicht erreicht oder 
enigstens sehr nahe erreicht sein. In der Tabelle sind die 
rlativen Anfangsgeschwindigkeiten (Drehungsinderung pro 
eiteinheit bei Versuchsbeginn) wiedergegeben. Es wurde auch 
ersucht die experimentell gemessene Reaktionsgeschwindigkeit 
beschwindigkeit der Synthese—Geschwindigkeit der Spaltung des 
cbildeten Glucosids) nach der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen zu berechnen, wobei also in der Formel & = 
a 


‘lo 
t er 


() Tagen) gesetzt wurde. Wir sehen aus den Zahlen der letzten 
tolumne in der Tab. 8, daB die gemessene Reaktionsgeschwindig- 
eit recht genau durch diese Formel wiedergegeben werden kann. 

Wegen des reaktionshemmenden KEinflusses des Methyl- 
ikohols ist a priori kaum zu erwarten, daB die Reaktions- 
wschwindigkeit bei Anderung der Alkoholkonzentration eine 
‘elmaBige Anderung zeigt. Die Zahlen der relativen 
tulangsgeschwindigkeiten zeigen auch bei Erhéhung der Al- 
tholkonzentration eine Steigerung, beginnen aber bei noch 
heren Alkoholkonzentrationen wieder abzufallen. Bei den - 
edrigeren Alkoholkonzentrationen iiberwiegt also die nach 
‘nm Massenwirkungsgesetz zu fordernde Erhéhung der Reak- 



















, a gleich der totalen Drehungsinderung (nach 
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Tabelle 8. 
Synthese des f-Methylglucosids bei verschiedenen Alkohol- 
konzentrationen. 
Vol.-Prozent | Zeit in —— Drehungs-| Rel. Anfangs- | /; + 10: 
Methylalkohol| Tagen inderung | geschwindigkeit| (¢ in Ty, 
10 0 1,53 om 6 oa 
1 1,48 0,05 11 
3 1,40 0,13 | 
8 1,30 0,23 65 
20 1,20 0,33 - 
40 1,20 0,33 i 
20 0 1,53 a 13 ae 
1 1,41 0,12 68 
3 1,24 0,29 62 . 
8 0,99 0,54 57 
20 0,77 0,76 = 
40 0,70 0,83 - 
30 0 1,56 se 14 e 
1 1,43 0.13 51 
3 1,26 0,30 42 | ’ 
8 0,84 0,72 51 | 
20 0,47 1,09 59 
40 0,38 1,18 - 
40) 0 1,57 _ 12 = 
1 1,46 0,11 36 
3 1,28 0,29 34 ‘31 
8 0,84 0,73 40 
20 0,25 1,32 os 
40 0,18 1,39 - 
50 0 1,60 _ 10 we 
1 1,50 0,10 Z 
1,30 0,30 29 \ 31 
8 0,80 0,80 36 | 
20 0,06 1,54 és 
40 —0,06 1,66 - 

















tionsgeschwindigkeit, wihrend bei den héheren Alkoholkonz! 
trationen (> 30 Vol.-°/,) der reaktionshemmende Hinfluf ibe 
wiegt. Wegen der Kompliziertheit der Hemmungserscheinut 
ist die quantitative Berechnung mit Schwierigkeiten verbunté! 
Es liBt sich aber qualitativ zeigen, daB, wenn die bei # 
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‘ntersuchung der Hemmung der Glucosidspaltung angenom- 
mene ,, Hemmung zweiter Art“ beriicksichtigt wird, die 
Peaktionsgeschwindigkeiten eine ziemlich regelmaBige Anderung 
fei Anderung der Alkoholkonzentration erleiden. Die Hem- 
nung zweiter Art bei der Glucosidspaltung (Anderung der 
lerfallsgeschwindigkeit des Enzym—Substrates) mu8 sich auch 
hei der Synthese geltend machen. Die Gréfe der Anderung 
Her Reaktionsgeschwindigkeit wegen des Kinflusses des Alkohols 
buf dem Zustand des Enzyms braucht aber bei der Synthese 
icht mit Notwendigkeit gleich der GréBe der Hemmung 
weiter Art bei der Salicinspaltung sein. Wir wollen aber 
m folgenden versuchsweise mit den bei der Salicinspaltung 
ewonnenen Zahlen rechnen. In der Tab. 9 sind also die in 
ler Tab. 8 angegebenen relativen Anfangsgeschwindigkeiten 


Tabelle 9. 


forrektion der experimentell gefundenen Synthesegeschwindigkeiten 
wegen des hemmenden Einflusses des Methylalkohols. 











: Rel. Geschwindigk. bei | Rel. Anfangsgeschwindigkeiten 
Vol.-°/, der Salicinspaltung bei bei der Synthese 
Methyl- : wnemmeiiena: ines os ane 
alkohol | totaler Hem- | Hemmung nach | nach nach 
| 


mung (I) | 2. Art (II) | Tab.8 | I korr. | I korr. 











(12) | (9) 


a a 50 65 6 

(a 20 26 | 42 13 | 50 31 
 & 30 16 30 14 | 88 47 
~— ££ 40 7,6 17 12 158 at 











| 


50 51 13 10 196 | 17 


mgerechnet, teils unter Beriicksichtigung der bei der Salicin- 
altung gefundenen totalen Hemmung (I), teils unter Be- 
cksichtigung von nur der daraus berechenbaren Hemmung 
eiter Art (II).1) Die Anderung der so in verschiedener 
eise erhaltenen korrigierten Werte der relativen Anfangs- 


onzeifmeschwindigkeiten bei der Synthese des #-Methylglucosids ist 
beg Vig. 6 graphisch wiedergegeben. 
anu Wir finden nun, daB die nach I durchgefiihrte Korrektion | 


andes 
ej dd ') Vorige Mitteilung, Absehnitt X, 2. 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CXLVII. 12 
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kaum zulassig sein diirfte. Die korrigierten Werte der Ap. 
fangsgeschwindigkeiten steigen ja viel rascher an, als wep, 


260 
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Proportionalitat zwischen Alkoholkonzentration und Reaktion- 
geschwindigkeit bestehen sollte. Dagegen ist sofort ersichtlic’. 
daB die nach II korrigierten Werte eine solche Proportionaliti 
zwischen Alkoholkonzentration und Reaktionsgeschwindigket 
zu erkennen geben. Unsere Annahme, daf die bei der Spalturs 
eintretende Anderung der Reaktionsfihigkeit des Knzyu- 
Substrates bei Anderung der Natur des Lésungsmittels dur! 
Methylalkoholzusatz auch bei der Synthese des p-Methy'- 
glucosids durch dasselbe Enzym vorhanden ist, findet also ei 
bemerkenswerte Stiitze. 
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V. Synthese von aromatischen Glucosiden. 
Van’t Hoff") hat darauf aufmerksam gemacht, daB die 


 Leichtigkeit, mit welcher ein Alkohol unter Mitwirkung eines 


Enzyms mit Glucose unter Bildung eines Glucosids reagiert, 


| vielleicht eine Parallelitit mit der Reaktionsfahigkeit der Al- 
| kohole mit schwachen organischen Sauren unter Esterbildung, die 


pekanntlich N. Menschutkin’) eingehend studiert hat, zeigen 
kénnte. Aus den Untersuchungen Menschutkins geht hervor, 
jab die Atherifikationsgrenze mit der Konstitution der Alkohole 
in nahem Zusammenhang steht und zwar so, daB die primiiren, 
sckundaren und tertiaren Alkohole in dieser Hinsicht ziemlich 
scharf voneinander abgegrenzt sind. Wahrend bei der Ester- 


| bildung mit primaren Alkoholen, bei einem Gehalt der Reak- 


‘ionsmischung von aquimolekularen Mengen Alkohol und Siiure, 
die Maximalgrenze der Umsatz in Richtung einer Synthese bei 


fetwa 80°/, Umsatz liegt, ist diese Grenze bei der Esterifi- 
derung von sekundiren Alkoholen bei etwa 50°/,igem Umsatz, 
und bei tertiéren Alkoholen bis zu etwa 10°/,igem Umsatz 


herabgesunken. Wie schon betont worden ist, kénnen aber 


die experimentellen Versuche von van’t Hoff zur Priifung 


des Glucosidbildungsvermégens unter Anwendung von Emulsin 


jals Katalysator nicht geeignet sein, indem die Kindeutigkeit 


seer Versuche in Zweifel gezogen werden kann. 
Aus den Untersuchungen von E. Bourquelot und Mit- 


‘arbeitern geht aber die verschiedene Reaktionsfahigkeit ver- 


schiedener Alkohole mit Glucose unter Kinwirkung der §-Glu- 
cosidase (oder vielleicht die verschiedene Reaktionsfahigkeit 
ler Alkohole mit der Glucose-f-Glucosidaseverbindung) hervor. 
Wir erinnern an den Versuch von E. Bourquelot und 
H.Hérissey itiber die enzymatische Synthese in Saligenin— 
Llucoselisungen, wobei nicht, wie A. W. Visser und van’t 
Hoff annahmen, Salicin gebildet wurde, sondern ein Glucosid, 


ee 


') van’t Eoff, Sitzungsber. d. K. PreuB’. Akad. d. Wissenschaften 
Bd. 48, S. 963 (1910) und zwar S. 964. 
‘) N. Menschutkin, Ann. Chim. Phys. (5) Bd. 20, S. 229 (1880); 
o 3, S. 14 (1881); Bd. 30, S, 81 (1883). Vgl. P.Petrenko- Soinncltenlte, 
W. Borsteky u.N. Lubman, Zs. physikal. Chem. Bd. 115, 8. 289 (1925). 
13* 
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dessen Phenylhydroxylgruppe noch frei war, und in welchey 
also die primire aliphatische HO-Gruppe mit gréBerer Leichtig. 
keit in Reaktion getreten war. 

Die geringe Reaktionsfaihigkeit der aromatischen (tertiiren 
Phenylhydroxylgruppe mit der Glucose-8-Glucosidaseverbindung 
geht auch aus den folgenden Versuchen hervor. 

Bei dem Versuch, welcher in Tab. 10 wiedergegeben is:, 
wurden 110 mg des Priparates #, in 100 ccm Léosung en. 
haltend 5°/, Phenol und 2°/, Glucose verwendet. 


Tabelle 10. 


Versuch zur Synthese des 6-Phenylglucosids. 5g Phenol, 2 g Glucose, 
110 mg EF, in 100 cem Lésung. 








Zeit in Tagen Drehung 
0 1,60 
1 1,55 
2 1,51 
3 1,49 
5 1,49 
14 1,49 





In Anbetracht der ziemlich niedrigen Konzentration ie 
Phenols war bei diesem Versuch ein gréBerer Effekt kaum 2 
erwarten, aber die gefundene Drehungsiinderung deutet auf ele 
geringe Synthese in Richtung einer #-Glucosidbildung. 

Wegen der beschrinkten Léslichkeit des Phenols 
Wasser konnten aber in wiBriger Lisung héhere Konze: 
trationen nicht untersucht werden. Ks wurde deshalb versucl, 
einen Teil des Wassers mit Aceton zu ersetzen. In Aceton i 
Phenol iiuBerst léslich und wegen der Verminderung der ko:- 
zentration des spaltungsbeschleunigenden Wassers wire © 
denkbar, daB eine Synthese in acetonhaltigen Lisungen )ess*! 
beobachtet werden kénnte. 

Nun haben E. Bourquelot und Mitarbeiter in solcled &% ing 
Lisungen, wo durch Acetonzusatz der Wassergehalt erniedris Mi run 
war, wie erwihnt, Synthesen von Glucobiosen ausgefiihrt, un¢ Ji hyd 
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es war also denkbar, daB auch jetzt eine solche Synthese ein- 
treten wiirde. Um die Verhaltnisse naher zu priifen, wurden 
einige Versuche in Glucose—~Aceton—Wasserlésungen ohne Zusatz 
ees Alkohols ausgefihrt. 


Tabelle 11. 
2g Glucose, 110 mg &,, 40 cem Aceton in 100 cem Reaktionsmischung. 








Zeit in Tagen Drehung 
0 1,53 
2 1,52 
4 1,52 
9 1,53 
14 1,53 





Kine Synthese war also nicht eingetreten und die bei 
jen Versuchen mit Phenol (sowie den vorher beschriebenen 
Versuchen mit Methyl- und Athylalkohol) beobachteten Dre- 
hungsinderungen sind also auf Glucosidbildung zuriickzufiihren. 


Tabelle 12. 


Versuch A. 20 ccm 10°/, iger Glucoselésung, 
75 cem einer Acetonlésung von Phenol (20°), 
5 ecem Enzymlésung E, (110 mg). 
Versuch B. 20 cem 10°/, iger Glucoselésung, 
75 eem Aceton, 
5 ecm Enzymlésung HF, (110 mg). 











Versuch Zeit in Tagen Drehung 

A. 0 2,22 

6 2,10 

11 2,03 

16 1,98 

30 1,98 

B. 0 2,20 

6 2,20 

16 2,20 








Die bei dem Versuch A (Tab. 12) beobachtete Drehungs- 
inderung entspricht einer Synthese des f-Phenylglucosids von 
rund 4°/, der Glucose. Der Versuch zeigt, daB die Phenyl- 
tydroxylgruppe, wie es scheint, unter Glucosidbildung mit 
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Glucose unter Mitwirkung der £-Glucosidase reagiert, daB abe: 
das beobachtete Gleichgewicht sehr nahe an der vollstindige; 
Spaltung des Glucosids liegt. 





Zur Priifung der quantitativen Beziehungen bei der enzy- 
matischen /-Glucosidsynthese und zur Ermittlung der Gleic). 
gewichtsbedingungen diirften also die hier studierten Gluco. 
side mit aliphatischen (primiren, eventuell auch die yi: 
sekundiren) Alkoholkomponenten am besten geeignet  sciy, 
Das enzymatische (-Methylglucosidgleichgewicht haben vorhe: 
H. v. Kuler und K. Josephson theoretisch behandelt, aber 
neue Versuche in diesem Gebiet waren wiinschenswert, und ic) 
habe deshalb solche Versuche angestellt. Da die Versuche abe 
noch nicht abgeschlossen sind, werde ich erst in einer folgende: 
Mitteilung auf diese Frage zuriickkommen. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Ks wurde auf die Bedeutung der Enzyme als synthe. 
tisierende Katalysatoren hingewiesen und eine kurze Ubersicli 
iiber altere Arbeiten betreffs enzymatischer Synthesen, besonder: 
Zucker- und Glucosidsynthesen gegeben. 

2. Es wurde gezeigt, daB die Berechnung der Wasserstoi- 
ionenkonzentration in Methylalkohol—Wassergemischen 10) 
bis zu einer Konzentration des Alkohols von 40 Vol.-°/, in ibe: 
einstimmender Weise wie in rein waBrigen Lésungen unte 
Anwendung der Gaskettenmethode durchgefiihrt werden kam. 

3. Proportionalitét zwischen Enzymmenge und Synthese 
geschwindigkeit bei der enzymatischen Synthese des #-Methy'- 
glucosids wurde konstatiert. 

4. Die Aktivitits-p,-Kurve der Synthese des $-Meth’: 
clucosids wurde bestimmt. Die Kurve fillt mit der Kurve ¢e 
Glucosidspaltung nahe zusammen. 

5. Der Einflu8 der Glucosekonzentration auf die Synthese 
geschwindigkeit bei der Synthese des #-Methyl- und -Athy' 
glucosids wurde untersucht und die Affinititskonstante 
Glucose—Enzymverbindung wurde unter Annahme der Giilts 
keit des Massenwirkungsgesetzes berechnet. Die ermittelt 
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Konstante war unabhangig von der Konzentration (30 bzw. 
40 Vol.-°/,) und der Natur (Methyl-, Athyl-) des Alkohols. Die 
GréBe der Konstante war sehr nahe gleich dem durch Hem- 
mungsversuche bei verschiedenen Glucosidspaltungen ermittelten 
Wert (Ky). 

6. Der EinfluB der Methylalkoholkonzentration auf die 
Synthesegeschwindigkeit wurde untersucht, und es wurde ge- 
zeigt, daB bei der Synthese eine Hemmung der Reaktions- 
geschwindigkeit von ahnlicher GréBenordnung wie die ,Hem- 
mung zweiter Art“ durch Methylalkohol bei der Salicinspaltung 
vorhanden zu sein scheint. 

7. Kinige orientierende Versuche zur Synthese des #-Phenyl- 


glucosids wurden mitgeteilt. Die Versuche scheinen zu zeigen, 


daB zwar eine geringe Synthese eintritt, daB aber das Gleich- 
gewicht nahe bei der vollstindigen Spaltung des Glucosids liegt. 





Uber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus Fleisch 
und Blut. 
Bildung von Porphyrinen aus Fleisch. 
4, Mitteilung. 


Von 
0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Apri! 1925.) 
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I. Einleitung. 

Bei der Untersuchung von Pferde- oder Rindfleisch, de 
bei 37° der spontanen Faulnis iiberlassen worden waren, hate 
ich kirzlich das Auftreten hamochromogenahnlicher Farbstot 
beobachtet"), die sich von dem echten Hamochromogen ais 
(¢-) Himatin spektralanalytisch so auffallig unterscheiden, dai 
sie nicht mit ihm identifiziert werden kénnen. Ich halte ¢ 
fiir méglich, daB durch einen dieser von mir gesehenel 
Farbstoffe in der Hauptsache auch die schon vor langer Ze! 
von Mac Munn’) beschriebenen eigenartigen und auffilliges 





1) Die Farbstoffumwandlung in faulendem Fleische, Diese / 
Bd. 141, S. 153 (1924), ferner Uber ,,natiirliche himatinahnliche Farbstotie 
und ihnen nahestehende Porphyrine, Diese Zs. Bd. 144, S. 272 (1925). 

2) C. A. Mac Munn, Further observations on my ohaematin and 
the histohimatins. Jl. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887). 
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Spektralerscheinungen seiner Praparate aus entblutetem Muskel 
‘Brustmuskel der Taube, Ochsenherz) bedingt waren. Der 


| Abhandlung Mac Munns, auf die ich in meiner vorliufigen 


Mittellung nur kurz hinweisen konnte, ist eine von ihm ge- 
zeichnete gute Spektraltafel angefiigt, durch die ein Vergleich 


mit seinen Beobachtungen erleichtert wird. Auf Grund der 


an Muskelextrakten beobachteten Absorptionsspektra schloB 
Mac Munn seinerzeit auf die Anwesenheit eines besonderen, 
dem Blutfarbstoff ahnlichen respiratorischen Farbstoffs, 
den er je nach Auffassung und Deutung der gesehenen Ab- 


sorptionsbilder in verschiedener Form angetroffen zu haben 
glaubte und demnach bald als ,Myohamatin“, bald als 


modifiziertes Myohamatin“ angab. Die Isolierung des 


als urspriinglich (im lebenden Muskel) vorhanden angenommenen 
| Farbstofis Myohimatin ist Mac Munn nicht gelungen.') Ich 
| hemerke schon jetzt, daB eine Reihe wichtiger Beobachtungen 
| Mac Munns sich mir bei der Nachpriifung als durchaus richtig 
verwiesen haben. Wie weit das beziiglich seiner SchluB- 


‘olgerungen gilt, soll erst spiter erértert werden. 
Mac Munn glaubt bewiesen zu haben, daB in den meisten 


Jf vilkirlichen Muskeln von Siugetieren und Végeln Blutfarb- 
stoff und der seiner Ansicht nach ebenfalls respiratorische 
Farbstoff Myohimatin gemeinsam vorhanden sind, dagegen 


‘chien ihm in den Brustmuskeln der Taube nur Myohimatin 
vorhanden zu sein.2) Mac Munn gewann seine ,,Myohamatin- 
lisungen durchweg entweder durch Ausziehen der moglichst 
von Blut befreiten Muskeln mit Kochsalzlésung oder dadurch, 
(aB er die Muskeln in einem Glase unter Ather aufbewahrte 


und die allmihlich aus dem Fleisch austretende wiBrige Fliissig- 
| xeit herausnahm. Nach Mac Munns Angabe blieb die Muskel- 


‘) Ich betone, daB der von mir kiirzlich beschriebene himatin- 
‘hnliche Farbstoff [Diese Zs. a.a.0.] aus zersetztem Fleisch nicht 


ohne weiteres mit Mac Munns unverindertem Myohamatin identi- 


iziert werden soll. 

*) Er schreibt S. 52: ,,In most of the voluntary muscles of mam- 
mals and birds myohaematin and haemoglobin are present together, 
’s I have proved. In the pectorals of the pigeon, however, the former 
‘ppears to be the sole pigment present.“ 
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Salzwassermischung vor der weiteren Verarbeitung 24 Stunden 
stehen. Wegen der Ejinzelheiten des Verfahrens sei auf die 
Abhandlung verwiesen. 

Ks ist von Bedeutung, daB die von Mac Munn benutztey 
Ausziige nicht als frische schnell gewonnene Loésungen de 
urspriinglich vorhandenen Farbstoffe angesehen werden kénnen, 
Mac Munn betont die Ahnlichkeit des ,modifiziertey 
Myohaimatins“ mit Haimochromogen.') Er glaubt bewiesen 
zu haben, daB sein Myohimatin kein Abbauprodukt des Hiimo. 
globins sei. Nach seinen AuBerungen auf S. 63 nimmt Mac 
Munn an, daB Beziehungen zwischen Myohimatin (und den 
Histohimatinen) und Harnfarbstoffen bestehen.?) 

Mac Munns Befunde sind im Stra8burger Physiologisch. 
Chemischen Institut unter Hoppe-Seyler von Ludwig 
Levy) nachgepriift worden. Dieser glaubt in Gemischen 
aus méglichst von Blut befreitem Muskelbrei und Kochsalz- 
lésung nach l1tagigem Aufbewahren in der Tat ebenfalls 
Mac Munns Myohimatin erhalten zu haben, fand bei der 
Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen den Hauptstreifen | 
auf uu 556,9 bis 547,4 und bestatigte auch durch vergleichende 
Messungen den Unterschied gegeniiber Lésungen von echtem 
Hamochromogen verschiedener Darstellungsweise. Dieser Higen- 
schaft der ,,Myohimatinlésungen“ glaubt Levy aber keine 
eréBere Bedeutung beilegen zu kénnen, weil ,,Hamochromoger- 
lésungen verschiedenen Ursprungs gleichfalls kleine Unter- 





1) §. 65: ,,The likeness of modified myohaematin to haemochromoget 
is striking, but I find, that the bands of the former are much neart! 
the violet end of the spektrum, and the dominant myohaematin ban! 
is very much narrower than the first band of haemochromogen. 

*) A.a. O. S. 63: ,,I have definitely proved, that myohaematin an! 
the histohaematins are not themselves products of the metabolism 0! 
haemoglobin, but are mother substances of great importance from ! 


physiological point of view. And the fact that they can be converted J 


into decomposition products, some of which are identical with those af 
haemoglobin, such as acidhaematin and haematoporphyrin, teaches that 
the view hitherto held that most of the biliary and urinary pigmen! 
are derivatives of haemoglobin must be considerably modified.“ 

8) L. Levy, Uber Farbstoffe in den Muskeln, Diese Zs. Bad. ) 
S. 309 (1889). 


VO) 
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' chiede hinsichtlich der Stellung ihrer Absorptionsstreifen 

‘zeigen’. Kr meint daher, ,da8 das Myohimatin nicht, wie 
“Mac Munn glaubt, ein besonderer, dem Muskel eigentiim- 

 licher Farbstoff ist, sondern ein Zersetzungsprodukt des Himo- 
 globins darstellt. Seine spektroskopischen Erscheinungen sowohl 
als seine Entstehungsweise und seine Reaktionen beweisen, 
daB es Himochromogen ist.“ 


Demgegeniiber begriindet Mac Munn in einer weiteren 


|Abhandlung?) nochmals seine Auffassung, indem er unter 


anderen folgende eigene Beobachtung anfiihrt: ,Nimmt man 
ein Stiickchen des ganz frischen Brustmuskels einer zu Tode 


entbluteten Taube und driickt man dasselbe im Compressorium 
S so weit zusammen, bis sein Spektrum untersucht werden kann, 


so) sieht man das Spektrum des Myohimatins selbst. Aus 


-desem Myohaimatin ist das ,,modifizierte‘ Myohamatin bei 
seer Behandlung nach der Struveschen Methode entstanden, 
‘und nicht aus dem Himoglobin“, ferner ,,das Myohaimatin 
kann wohl unméglicherweise ein Zersetzungsprodukt des Himo- 
‘globins sein, denn es kommt in den Muskeln der Inverte- 
braten, z. B. der Insekten, vor, in denen man das Hiimo- 
‘globin nicht antrifft.“ 


Mac Munn erwiihnt noch, da§8 man mit dem Mikro- 


“spektroskop im Fligelmuskel der gewdhnlichen Hausfliege 


‘Musca vomitoria) Myohimatin auffinden kénne, weiter, daB er 
das ,modifizierte*‘ Myohimatin ,nach der Reduktion, bei 


{stiindlichem Durchleiten von Sauerstoff« nicht wieder habe 
oxydieren kénnen, doch der Ansicht sei, daB das Myohimatin 
Selbst leicht reduziert und wieder oxydiert werden kénne, 
Wodurch es seine respiratorischen Eigenschaften anzeige. 


K. A. H. Mérner?) fand im spektralanalytischen Verhalten 
einen deutlichen Unterschied zwischen Muskelfarbstoff und Blut- 


larbstoff. Beim Muskelfarbstoff lagen die Streifenmitten (581,5 


_—_—_——., 


| 1) @. A. Mae Munn, Uber das Myohiimatin. Diese Zs. Bd. 13, 
8.497 (1889), 

_ *)K. A. H. Mérner, Beobachtungen iiber den Muskelfarbstoff, 
Nordisk Medic. Arkiv, Festband 1897, Nr.2, vgl. auch das Referat 
‘Yo O.Hammarsten in Malys Jahresbericht Bd. 27, S. 456 (1898). 
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bzw. 543,5) um 4 bzw. 3,5 up weiter rotwarts als beim Blut. 
farbstoff desselben Tieres. Ein Unterschied im optischen Ver. 
halten zeigte sich auch nach der Uberfihrung des ,,Muskel. 
hamoglobins“ in sein ,reduziertes Hamoglobin“, Kohlenoxyd- 
haimoglobin und Methaimoglobin. Da das aus Muskelfarbstoff 
dargestellte Himin anscheinend mit dem aus Blutfarbstoff iiber- 
einstimmte, so nimmt Mérner als wahrscheinlich ,eine Ver- 
schiedenheit der KiweiBkomponenten oder der Bindung zwischen 
diesem und dem farbigen Komponenten der zwei Blutfarb- 
stoffe* an. Zum Unterschied von dem Blutfarbstoff und da 
der Name Myoglobin nicht zu empfehlen sei, nennt Mérner 
den Muskelfarbstoff ,,Myochrom“, Einen Farbstoff, der das 
von Mac Munn beschriebene Spektrum des Myohimatins gibt, 
konnte Miérner in dem ganz frischen Fleisch von Hund und 
Rind nicht finden. 

Eine neuere Untersuchung ,,Uber den Muskelfarbstoff* ist 
von H. Giinther?) veréffentlicht worden. Dieser Forscher gibt 
seiner Ansicht tiber den Muskelfarbstoff in folgenden Worten 
Ausdruck: ,,Eigene Untersuchungen berechtigen zu der Ab- 
nahme, daB der Muskelfarbstoff und seine Verbindungen nicht 
mit dem Hiamoglobin und dessen Verbindungen identisch ist. 
Um aber die chemische nahe Verwandtschaft und den Parallelis- 
mus mancher Eigenschaften zum Ausdruck zu bringen, wurde 
der Name Myoglobin gewahlt, der fernerhin zur Anwendung 
kommt. Es wird also von Oxymyoglobin, Myoglobin, Meta- 
myoglobin, Myohamatoporphyrin, Co-Myoglobin usw. gesprochen", 
ferner auf S. 154 in dem Satze: ,,Die Untersuchungen ergaben 
also das Vorhandensein von Myoglobin bei Rind und Meer 
schweinchen.“ . 

Giinthers Versuche bilden zuniichst eine Bestatiguns 
mehrerer Angaben Moérners. Weiter ist ein Versuch 2u ¢ 
wihnen, in dem ein mit 40°/,iger Natronlauge gewonnen 
Auszug bei prachtig roter Farbe ein dem des Hamochromogels 
‘ihnliches Spektrum zeigte. Als Ort der Absorptionsstreifen diese? 
Lésung gibt Ginther an 562—545 (sehr stark) und 530—520 





1) Virchows Archiv Bd. 230, S. 146 (1921). 
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Die Mitte des ersten Streifens wire demnach 553!/, gewesen. Am 
wibrigen Auszug von entblutetem Ochsenherzen beobachtete 
H. Giinther eine im Gegensatz zu Oxyhimoglobinlésungen 
schneller erfolgende spontane Umwandlung in ein dem Met- 
himoglobin entsprechendes ,,Metamyoglobin“. Giinthers Ver- 
suche, ein dem Myoglobin zugehériges besonderes Porphyrin 
rein darzustellen, fiihrten zu keinem Erfolge. Es gelang ihm 
iedoch, ein porphyrinhaltiges Rohprodukt zu gewinnen, indem 
er den aus der waBrigen Liésung bei der Faulnis teilweise 
mit ausgefallenen Farbstoff mit konzentrierter Schwefelsiure 
behandelte, die durch nicht entfernbare Nebenprodukte ver- 
unreinigte Lésung mit Ammoniak fallte, den Niederschlag aus- 
wusch und in ,NaOH* léste. Die briunliche Liésung zeigte 
en schwaches Spektrum: 625—615, 585—565, 550—540, 
Schatten ab 515. Giinther schlieBt: ,Jedenfalls laBt sich aus 
dem Muskelfarbstoff ein dem Himatoporphyrin entsprechendes 
Myohimatoporphyrin darstellen.“ 

In den Jahren 1922 und 19231) sind von mir Unter- 
suchungen iiber das im Harn von Bleikranken und Gesunden 
enthaltene Porphyrin ausgefiihrt worden, die iiberraschender- 
weise zu dem Ergebnis fiihrten, daB das nach den iiblichen 
Methoden abgeschiedene Porphyrin bei der spektroskopisch- 
chemischen Priifung die Merkmale von H. Fischers Kopro- 
porphyrin aufwies. Auf Grund meiner Untersuchungen habe 
ih damals ausgesprochen, da8B die Méglichkeit der Identitit 
von normalem Harnporphyrin und obigem Koproporphyrin sehr 
uahe geriickt sei. Da ich bei einer Anzahl gesunder Er- 
wachsener je nach der Art der Erniahrung, teils fleisch- (bzw. 
blut-)haltig, teils fleisch- (und blut-) {frei betriichtliche Schwan- 
kungen im Porphyringehalt des Harnes fand, schloB ich, daB 
ler Porphyringehalt des Harnes Gesunder wahrscheinlich in 
tohem Grade vom Gehalt der Nahrung an Blutfarbstoff ab- 
lngig sel. Ich bestiitige ausdriicklich, daB ich damals hin- 
‘chilich der Kinwirkung auf die Porphyrinausscheidung im 
es 


| ) Diese Zs. Bd. 119, S. 139 (1922); Bd. 126, S. 169 (1923); vel. 
| “Uca Bd. 183, S. 298 (1924); Bd. 136, S. 243 (1924). 
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Harn einen Unterschied zwischen dem Blut- und dem jp 
Hleisch vorhandenen Farbstoff nicht gemacht habe. Bald 
danach konnte mein Mitarbeiter A. Papendieck!) zeigen, dag 
das Porphyrin der menschlichen Faces bei fleischhaltiger 
Nahrung ein Gemenge zweier porphyrinartiger Stoffe dar. 
stellt, deren einer, soweit feststellbar, die Eigenschaften yon 
H. Fischers Koproporphyrin hatte, waihrend der andere wegen 
seiner Léslichkeit in Chloroform und der abweichenden spek- 
troskopisch-chemischen Reaktionen als ein besonderer porphyrin- 
artiger Farbstoff angesehen werden miisse. A. Papendieck 
schloB aus seinen Versuchen, da8 wahrscheinlich bei gesunden 
Individuen eine starke Abhangigkeit zwischen dem 
FleischgenuB, also der Gegenwart von Blutfarbstoff im 
Magen-Darmkanal, und der Ausscheidung von Porphyrin 
mit dem Kot bestehe. 

Etwas spiter erschien eine Abhandlung von H. Fischer’, 
in der dieser folgendes ausfihrt: ,Mac Munn hat festgestellt, 
daB im Muskel ein vom Himoglobin verschiedener Farbstoff, 
der von ihm Myohimatin bezeichnet wurde, vorkommt. Dieses 
Myohimatin unterscheidet sich spektroskopisch vom Himo- 
globin. Was fiir uns aber am wichtigsten ist, ist die Tat- 
sache, daB Mac Munn durch Behandlung seines Myohimatins 
mit konz. Schwefelsiure ein Porphyrin erhielt, das er fir 
identisch mit Hamatoporphyrin hielt. Betrachten wir aber 
seine Originalzahlen, S. 60, so kann es keinem Zweifel unter- 
liegen, daB auch hier Koproporphyrin vorliegt. Wir konneu 
diese Untersuchungen vollinhaltlich bestiitigen, da es uns g¢- 
lungen ist, durch Faulnis von Fleich neben Kammerer 
Porphyrin deutlich den spektroskopischen Befund des Koprv- 
porphyrins zu erhalten“, ferner im niachsten Absatz: _,,Das 
normale Porphyrin entsteht also zweifellos durch Zerfall des 
Myohamatins (auf welche Weise, muB noch festgestellt werden, 
das man vielleicht zweckmafiger als Myohimoglobin be 
zeichnet“, endlich im niachsten Absatz: ,,Wir sehen, dab ¢ 





1) Diese Zs. Bd. 128, S. 109 (1923); Bd. 183, S. 97 (1924); Bd. 1+° 
S. 16 (1924). 
*) Miinchener med. Wochenschr. 1923, S. 1143. 
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zwei Himoglobine gibt, das gewéhnliche Haimoglobin und das 
Muskelhamoglobin. Das gewéhnliche Hamoglobin wird in 
Bilirubin umgewandelt. Bei diesem ProzeB treten keine Por- 
phyrine auf; jedenfalls sind sie auch hierbei nie beobachtet 
vorden. Das Myohaimoglobin dagegen wird stindig in ge- 
ringer Menge abgebaut zu Koproporphyrin, das dann im Harn 
und im Stuhl erscheint.“ 

In einer neueren Mitteilung desselben Forschers (mit Karl 
Schneller?) werden obige Angaben in einem wichtigen Punkte 
widerrufen. Es heiBt dort: ,Mac Munn sstiitzte seine 
Ansicht durch Behandlung des Muskelfarbstoffs mit konz. 
Schwefelsiure, wobei er ein Porphyrin erhielt, das spektro- 
skopisch mit Koproporphyrin iibereinstimmt. Aus diesem 
Grunde vertrat der eine von uns in der genannten Abhand- 
lug der Miinchener medizinischen Wochenschrift die Ansicht, 
dai} Mac Munn bereits die Auffindung des Koproporphyrins in 
der Muskulatur gegliickt sei; diese Ansicht ist jedoch irrtiim- 
lich, Wir haben diese Versuche wiederholt und mit Brom- 
wasserstoffeisessig das gleiche Resultat erhalten, aber es ist 
ncht Koproporphyrin, das hierbei entsteht, sondern 
Himatoporphyrin“.?) Auf Grund zahlreicher in derselben 
Abhandlung verdéffentlichter Versuche (Faulnisversuche mit 
Impfung durch Kotbakterien, Hydrolyseversuche u. a.) kommen 
H. Fischer und Schneller nunmehr zu folgenden Schlissen: 
.Es ist zuzugeben, daB die bisherige Beweisfiihrung der Ab- 
stammung des Koproporphyrins vom Muskelfarbstoff noch nicht 
andeutig ist. Wir haben deshalb Brustmuskeln von Tauben 
mit zur Untersuchung herangezogen, weil nach Mac Munn 
in diesen relativ stark gefarbten Muskeln kein Hamoglobin 
oler nur wenig davon vorhanden ist. In der Tat erhielten 
wr bei der Faulnis der Taubenmuskeln ebenso wie frither 
‘Kopro) porphyrin, wahrend spektroskopisch Kimmerers Por- 
phyrin ganz in den Hintergrund trat. Es kann so keinem 


Lweifel unterliegen, daB das Porphyrin tatsichlich aus dem 
eee 


) Diese Zs. Bd. 135, S. 256 (1924). 
‘) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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Fleisch stammt, und es ist in hohem MaBe wahrscheinlich, dai 
es sich um Koproporphyrin handelt. Was den Muskelfarbsto;: 
das Myohimoglobin, anlangt, so scheint nach unseren Unter. 
suchungen auch in der entbluteten Muskulatur immer ei 
Gemisch von Hamoglobin und Myohamoglobin vorzuliege,, 
Die spektroskopischen Zahlen, sowohl von Mac Munn al; 
auch von Giinther ergeben keine Werte, die vom Himp. 
globin entscheidend abweichen. DaB es sich nur um gering. 
fiigige Differenzen handelt, wurde von diesen Autoren selbst 
empfunden und sie haben deshalb das Hamochromogen. 
spektrum herangezogen und haben dabei gegeniiber dem Him. 
chromogen auch nur geringfiigige Abweichungen erhalten. 
Weiter auf 8. 259: ,,Wir halten es vorliufig fir das Walv- 
scheinlichste, daB der Farbstoff der Muskeln aus einem Ge. 
misch von viel Haimoglobin neben wenig Myohiimoglobin be- ,, 
steht und daB das Koproporphyrin aus letzterem stamut, Mm, 
entstanden durch Hydrolyse durch die Muskelmilchsiure’, 
ferner auf S. 260: ,,Mit Sicherheit geht aus unseren Versuchen My, 
hervor, daB im Organismus, offenbar sehr allgemein, ein Dualis- #,, 
mus in bezug auf die Farbstoffe besteht, der freilich bis jetzt Mi, 
nur an den Porphyrinen nachgewiesen ist. Kaimmerers Por Mii, 
phyrin und Koproporphyrin werden durch Faulnis nebenciu- i 4 
ander gebildet, und nachdem das Koproporphyrin primir i Ay 
Fleisch und in den Organen nicht nachweisbar ist, ist 6 Mimit 
wahrscheinlich, daB es aus einem entsprechenden Himoglobi: Hite] 
und dann aus dem Myohimoglobin stammt. Dieser zwei? fire 
Harbstoft wird nur in relativ sehr geringer Menge erzeugi MiKo, 
seine Bildung aber durch eine Reihe von Faktoren, insbesonde! Mein 
Giftstoffe entscheidend beeinfluBt; denn wir sehen, da® unt M:s 
dem Kinflu8 von Sulfonal, Blei usw. im Harn eine gewaltih, } 
vermehrte Porphyrinmenge auftritt, allgemein gesprochen Ri, 
der Porphyrinurie.« Auf 8, 263 werden endlich noch Bel Inge 
achtungen mitgeteilt, die nach dem eigenen Urteil der 6° Hirot 
nannten eine andere Deutungsméglichkeit erdfinen. “Mori 
schreiben: ,LABt man das Kimmerersche Porphyrin, 

spektroskopisch vom Koproporphyrin deutlich und charai'® 

ristisch unterschieden ist, wochenlang in Eisessig—Ather stel?.ti,) 


ao —te S> — 
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so tritt neben dem Spektrum des Kimmererschen Porphyrins 
der Himatoporphyrinstreifen bei 623 auf. Wenn man will, 
kjnnte man diese Tatsache im Sinne eines Uberganges von 
Kimmerers Porphyrin in Hamato- oder Koproporphyrin 
deuten.* In einer zugehérigen Korrekturanmerkung machen 
Fischer und Schneller noch folgende ergiinzende Angabe: 
Jnzwischen haben wir Kimmerers Porphyrin in Eisessig— 


(ther wochenlang stehen lassen und die eben erwihnte Beob- 


achtung zwar nicht bestiitigen kénnen, aber es wurde eine 
deutliche Verschiebung der Spektrallinien nach Griin hin fest- 
gestellt. Kventuell konnte durch Mithilfe der Bakterien der 
(bergang von Kaimmerers Porphyrin in Hamatoporphyrin 
beschleunigt werden“. | 

In einer kiirzlich erschienenen neuen Abhandlung!) be- 
schreiben H. Fischer, Kimmerer und Kiihner, unter Hin- 
ves auf die Beobachtungen Hoaglands iiber ,,Himato- 
porphyrinbildung“ bei der Autolyse von Fleisch, eigene Ver- 
suche tiber Porphyrinbildung aus autolysiertem Fleisch und 
ommen zu der Ansicht, daB die in den Fleisch- und Organ- 
iulnisversuchen beobachtete Porphyrinbildung in erster Linie 
jurch Autolyse bedingt gewesen sei. Weiter iuBern sie S. 108: 
Als Nebenprodukt wurde sowohl bei der Fiulnis wie bei der 
utolyse spektroskopisch Koproporphyrin erkannt. Der defi- 
itive Beweis, ob es sich wirklich um Koproporphyrin handelt, 
teht noch aus. Wir haben die Autolysenversuche nicht mehr 
eter fortgesetzt, weil der spektroskopische Nachweis des 
Koproporphyrins bei der Autolyse kein absolut eindeutiger 
in kann, nachdem Fischer und Schneller erkannt haben, 
8 Kimmerers Porphyrin beim Stehen in Lésungsmitteln 
i Hiimatoporphyrin tibergehen kann, das bei Gegenwart von 
Aimmerers Porphyrin kaum in eindeutiger Weise von ge- 
igen Mengen von Koproporphyrin getrennt werden kann. 
totzdem ist es HuBerst wahrscheinlich, daB Koproporphyrin 
ithegt, weil, wie auch schon frither ausgefiihrt, bei den Faulnis- 


| ') H. Fiseher, H. Kimmerer u. A. Kiihner, Zur Kenntnis der 
‘titlichen Porphyrine, Diese Zs, Bd. 139, S. 107 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVIL, 13 
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versuchen des Blutes niemals Koproporphyrin in griSere; 
Menge spektroskopisch erkannt werden konnte. Auch ist }¢j 
der Autolyse von Fleisch bei 50° bereits nach 10 Tagen Kopro. 
porphyrin aufgetreten. Diese Versuche kénnen jedoch auch 
deshalb schwer zu einem absolut eindeutigen Resultat gebrach 
werden, weil in der Muskulatur und in den meisten Organen 
eben immer Himoglobin A iiberwiegend ist und dadurch die 
Erkennung von Koproporphyrin immer erschwert sein wird. Es 
wire natiirlich wiinschenswert, daB das Koproporphyrin aus de; 
Organen noch in reinem krystallisierten Zustand dargestellt 
wird, aber an dem Dualismus des Blutfarbstoffs kann nach 
den bisherigen Arbeitsresultaten kein Zweifel mehr sein.“ 


In einer kiirzlich erschienenen Abhandlung Uber den 
Dualismus des Blutfarbstofis und tiber Porphyrine“?) schreibt 
H. Fischer auf 8. 191 ,da auf chemischem und biologischem 
Wege die Unméglichkeit der Abstammung des Koproporphyrins 
vom gewohnlichen Blutfarbstoff erwiesen ist”), so kommen wir 
zu der weiteren Annahme, daB es zwei Himoglobine gibt, ei 
Himoglobin A und ein Hamoglobin B, die im Siiugetier- 
organismus selbstindig nebeneinander vorkommen und dk 
miglicherweise in der Muskulatur und den Organen in einen 
Gleichgewichtsverhaltnis zueinander stehen“, weiter auf 8. 194: 
»Aus all dem bisher Gesagten geht hervor, da8 im Organismus 
des Siugetieres ein Dualismus des Blutfarbstoffs anzunehmen 
ist und wir bezeichnen die beiden Himoglobine der einfacheren 
Verstindigung halber als Himoglobin A und B und verstehen 
unter Hamoglobin A das gewohnliche Himoglobin, so wie ¢: 
in den menschlichen roten Blutkérperchen uns im reinen Zi- 
stand entgegentritt. Himoglobin B ist noch nicht isoliert w" 
auch von uns noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen. W1! 
schlieBen jedoch auf das Vorhandensein des Himoglobins » 
aus der Tatsache des Auftretens des Koproporphyrins, 4: 





!) Strahlentherapie Bd. XVIII, S. 185 (1924). Verlag Urban und 


Schwarzenberg. 
. ° ° r 166 NI 13 
*) Vgl. hierzu aber meine ,,Anmerkung bei der Korrektur“ auf 5. ! 


dieser Abhandlung (Schumm). 
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primar in den Organen nicht nachweisbar ist, wohl aber nach 
Fiulnis und nach steriler Autolyse. Wir haben friiher ge- 
glaubt, das Hamoglobin B mit dem Muskelfarbstoff identifizieren 
zu konnen. Dies ist jedoch nicht aufrecht zu erhalten, denn 
wir fanden, daB der bei der paroxysmalen Pferdehimoglobin- 
imie ausgeschiedene F'arbstoff im Harn der Hauptsache nach 
die normale Zusammensetzung besitzt und demgemiB das 
gewohnliche Hamin enthalt. 

Wieviel von Hamoglobin A und B nun im Muskelfarb- 
stoff vorhanden ist, diese Frage kann nur durch Untersuchungen 
auf breiter Basis definitiv entschieden werden.“ 

H. Fischer hebt demnach an verschiedenen Stellen seiner 
zugehérigen Abhandlungen hervor, daB er das Koproporphyrin 
‘aus gefaultem Fleisch und Organen, ebenso aus der Autolyse 
unterworfenem Fleisch) nur spektroskopisch identifiziert habe. 
Diese Art der Identifizierung ist nach Fischers eigenen An- 
gaben unsicher, wenn gleichzeitig, wie bei den meisten zu- 
gehérigen Versuchen, verhiltnismaBig bedeutende Mengen von 
.Kammerers Porphyrin“ vorhanden sind. In der letzt- 
venannten Abhandlung kommt H. Fischer auf 8.193 nochmals 
auf diese Unsicherheit in seiner Beweisfiihrung zuriick, indem 
e sagt: ,Der einzige Einwand, der gegen diese Behauptung 
gemacht werden kann, ist der, daB das aus allen Organen 
isolerbare, spektroskopisch nachweisbare Porphyrin nicht 
Kopro-, sondern Himatoporphyrin sei. Die beiden Porphyrine 
sind spektroskopisch sehr abnlich und bei Anwesenheit von 
kammerers Porphyrin auBerordentlich schwer unterscheidbar.“ 

Ich fasse die Ansichten der erw&ihnten Forscher 
noch einmal kurz zusammen: 

Mae Munn, Mérner und Giinther nehmen an, daB im 
Muskel ein nicht mit Blutfarbstoff identischer, ihm aber nahe- 
stehender Farbstoff vorhanden ist (Mac Munns Myohimatin, 
Mérners Myochrom, Giinthers Myoglobin). Mac Munn 
latte sogar den Kindruck, da8 der Brustmuskel der Taube 
hur Myohimatin, keinen Blutfarbstoff enthalte. Ferner nahm 
schon Mac Munn nahe Beziehungen des Muskelfarbstofis zu 


darnfarbstoffen an , Ginther Beziehungen zur Porphyrinurie. 
18* 
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H. Fischer scheint anfangs Muskelfarbstoff fir ein besonderes, 
in seinem chemischen Bau vom Blutfarbstoff stark abweichendes 
»Himoglobin* gehalten zu haben, hat seine Ansicht aber spiiter 
offenbar dahin geindert, da8 er im Muskel nur mehr die 
Anwesenheit einer relativ geringen Menge jenes hypothetischen 
Myohimoglobins neben einem groBen Uberschu8 von Blutfarb- 
stoff vermutet. Fischer nimmt an, daB das eine der von 
ihm aus gefaultem Fleische gewonnenen Porphyrine, das héchst- 
wahrscheinlich Koproporphyrin sei, aus dem im Fleische vor- 
handenen Myohimoglobin, nicht aus dem darin auch ent- 
haltenen echten Blutfarbstoff, entstehe. Fischer bezeichnet 
das von ihm angenommene Myohimogiobin auch als Himo- 
globin B. Hoppe-Seyler und Levy waren auf Grund ihrer 
eigenen Untersuchungen bekanntlich (s. 0.) zu der ganz ab- 
weichenden Ansicht gekommen, da8B die von Mac Munn an 
seinen Muskelfarbstoffpriparaten beobachteten eigenartigen Er- 
scheinungen durch nachtrigliche Zersetzung des einzig vor- 
handen gewesenen echten Blutfarbstoffs bedingt gewesen seien. 
Levy identifizierte das Myohimatin kurzerhand mit 
Haimochromogen. Auf Grund des vorliegenden Beob- 
achtungsmaterials lassen sich demnach iiber die Art der 
farbenden Bestandteile des Fleisches nur Vermutungen Aufern. 
Die Ansichten einiger namhafter Forscher widersprechen sich 
fast ganz. 

Anmerkung bei der Korrektur. Wie ungeklart die 
Verhiltnisse sind, ergibt sich auch aus der soeben erschienenen 
Abhandlung H. Fischers ,,Uber Koproporphyrinsynthese durch 
Hefe und ihre Beeinflussung“ [Diese Zs. Bd. 144, S. 101 (1925)]. 
H. Fischer hat bekanntlich 1924 den Satz aufgestellt, dab 
yauf chemischem und biologischem Wege die Unméglichkeit 
der Abstammung des Koproporphyrins vom gewohnlichen Blut- 
farbstoff erwiesen ist (a.a.0. S.191) und stiitzt damit die 
Lehre vom ,,Dualismus“ des Blutfarbstoffs. In der erwihnten 
neuen Abhandlung gibt er eine Erklarung ab, die das Cegen- 
teil bedeutet: er halt jetzt die biologische Entstehung von 
Koproporphyrin aus echtem Blutfarbstoff fiir méglich (vgl. seine 
Ausfiihrungen auf S. 107—109). 








Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus Fleisch und Blut. 197 


Den Ausgangspunkt fiir meine eigenen Unter- 
suchungen bildete die Frage des Porphyringehaltes 
von kiuflichem Nahrungsfleisch.') Im AnschluB daran 
habe ich Versuche iber die bei der spontanen Faulnis 
von Fleisch eintretende Farbstoffumwandlung aus- 
gefihrt und dabei zunachst nur die porphyrinartigen®, 


weiterhin auch die dabei etwa entstehenden hamatin- 
artigen*®) Farbstoffe bericksichtigt. 

In der vorliegenden Abhandlung berichte ich iiber die 
bei der Fortsetzung meiner Fleischversuche erhaltenen Por- 
phyrinbefunde, in den folgenden tiber natiirliche himatin- 


ihnliche Farbstoffe und Mac Munns Myohamatin. 


II. Uber Porphyrinbildung aus frischem oder bei Zimmer- 
temperatur gefaultem Fleisch und Organen. 


Wie in meiner ersten Abhandlung iiber Porphyrinbildung 
aus Fleisch mitgeteilt ist, wurde: 


1. bei der Extraktion von ganz frischem mageren Rind- 
fleisch mit Eisessig~Ather, Waschen des Auszugs und Aus- 
schiitteln mit Salzsiure eine Lésung erhalten, die kein Por- 
phyrinspektrum gab, 

2. wiederholt aus sogenanntem frischem, in Wahrheit aber 
mehrere Tage altem, der auBeren Beschaffenheit nach jedoch 
einwandfreiem Rindfleisch und ebensolchen Ochsenherzen nach 
dem gleichen Verfahren eine geringe, aber sicher nachweisbare 
Menge eines aus salzsaurer Lésung in Chloroform iiberfihr- 
baren porphyrinartigen Farbstofis gewonnen, wihrend ein 
Porphyrin von den Eigenschaften des Koproporphyrins nicht 
nachzuweisen war. Dasselbe Ergebnis wurde in einigen Ver- 
suchen erzielt, bei denen das Fleisch zuvor mit Pepsin—Salz- 
siure unter Chloroformzusatz verdaut worden war, 


3. nach demselben Verfahren aus Fleisch, das beiZimmer- 
temperatur der freiwilligen Faulnis iiberlassen worden 





) Siehe I. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 133, 8. 308 (1924). 
*) a. a. O. 5) a. a. O. 
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war, in teilweise ganz betrichtlicher Menge ein porphyrin- 
artiger Farbstoff erhalten, der dieselben Kigenschaften wie der 
unter ,,2“% genannte aufwies. Der Farbstoff konnte aus dem 
Kssigsdureitherauszug nicht nur mit 25°/,iger, sondern auch 
schon mit schwacher Salzsiiure gewonnen werden.!) Seine 
spektroskopisch-chemischen Reaktionen gestatten eine sichere 
Unterscheidung von dem Himatoporphyrin von Nencki, dem 
Mesoporphyrin von Nencki und Zaleski und dem Kopro- 
porphyrin und Uroporphyrin von H. Fischer, nicht jedoch 
von dem Porphyrin von Snapper-Papendieck und dem von 
Kammerer. Auch in diesen Versuchen wurde Koproporphyrin 
nicht aufgefunden, andererseits die Méglichkeit, daB in der- 
artigen Versuchen bei reichlichem Ertrag an oben- 
genanntem Porphyrin in Spuren vielleicht auch Kopro- 
porphyrin auftreten kénne, ausdriicklich offen gelassen.?) 

Die unter 2 angefiihrte Beobachtung lieBe sich vielleicht 
mit der dlteren Angabe Hoaglands in Kinklang bringen, 
wonach im Rindermuskel bei der sogenannten aseptischen 
Autolyse ein Porphyrin entstehen soll.*) Hoaglands Befunde 
sind kirzlich von H. Fischer, H. Kammerer und A. Kiihner*) 
nachgepriift worden. Sie konnten nach 6 Wochen langer Auto- 
lyse (bei 50° schon nach 10 Tagen) aus der Fleischmasse durch 
Kisessig—Atherextraktion und nachfolgende Behandlung des 
Atherauszugs mit Salzsiure ein Gemenge von Kimmerers 
Porphyrin und einem anderen Porphyrin erhalten, das nach 
ihrer Ansicht héchstwahrscheinlich Koproporphyrin sein soll. 
Die auf Koproporphyrin bezogenen spektroskopischen Werte 
in den (nur wenigen) Versuchsprotokollen, die z. B. fiir den 
wichtigsten Streifen I. zwischen 622 (einmal sogar 621[!]) und 
624,9 schwanken, sind allerdings nicht itiberzeugend, weil die 
entspechenden Werte fiir Hamatoporphyrin Nencki, Meso- 
porphyrin u. a. ihnen zu 4bnlich sind. Die Méglichkeit, dai 
Koproporphyrin vorhanden war, ist freilich zuzugeben. 


1) a. a. O., S. 317. *) a. a. O., S. 319. 

*) R. Hoagland, Jl. of Agric. Res., Dep. of Agriculture Bd. 7, 
S. 41—45 (1916); zit. nach Chem. Zbl. 1917, I, S. 76. 

*) Diese Zs. Bd. 189, S. 107 (1924). 
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Ich habe meine friiher beschriebenen Versuche fortgesetzt 
und auf Organe ausgedehnt. Auch in den neuen Versuchen 
habe ich unter den gleichen Bedingungen aus der freiwilligen 
Zersetzung bei Zimmertemperatur iiberlassenem tierischen 
Material wieder denselben chloroformléslichen porphyrinartigen 
Farbstoff erhalten, dessen Reaktionen etwa mit denen des 
g-Himatoporphyrins bzw. «-Porphyroidins') tibereinstimmen. 

Eine zweite Versuchsreihe hat mein Mitarbeiter Dr. W. Ebell 
ausgefiihrt. Er hat ebenfalls nur das oben genannte Porphyrin 
nachweisen kénnen, Koproporphyrin dagegen nicht. 

Hs kann demnach nicht bezweifelt werden, daB unter 
diesen Versuchsbedingungen in deutlich erkennbaren 
Mengen nur das bekannte chloroformlésliche Porphyrin er- 
halten wird. Falls daneben wirklich Spuren eines zweiten 
Porphyrins entstehen, sind sie so gering, da eine sichere 
Identifizierung als Koproporphyrin nicht méglich erscheint. 
Nur bei einem Versuche, in dem Rindfleisch ein Jahr lang 
der Selbstzersetzung bei durchschnittlich 15—20° iiberlassen 
worden war, wurde neben dem gewohnlichen chloroformléslichen 
in deutlicher Menge ein zweites Porphyrin erhalten, das sich 
spekroskopisch dem Mesoporphyrin oder Koproporphyrin ahn- 
lich, aber nicht identisch verhielt (Ort der Streifen fast 1 uu 
weiter violettwirts), vgl. Vers. 9. 


Eigene Versuche. 


1. Gutes Rindfleisch, das bald nach dem Schlachten in 
den Kihlraum gebracht und dort eine Woche aufbewahrt 
worden war. 


100 g des zerkleinerten Fleisches wurden mit 300 cem 3°/, Eisessig 
enthaltendem Ather ausgezogen?), der Auszug viermal mit Wasser ge- 
waschen, filtriert und zweimal mit je 5 ccm 25°/,iger Salzsiiure aus- 
geschiittelt. Die Salzsiiure gab das Porphyrinspektram I. etwa 601,3; 
Ill. etwa 556,383. Sie wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt: der 





1) 0. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. II. Mit- 


teilung, Diese Zs. Bd. 139, 8, 236 (1924). 
*) Die Fleischmasse wurde vor der Extraktion stets mit Glaspulver 


fein zerrieben. 


2. 
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Farbstoff ging in das Chloroform, die Salzsiure enthielt nur noch eine 
winzige Menge Porphyrin, erkennbar durch den Streifen III., der noch 
auf etwa 556—557 wahrnehmbar war; demnach kein Zeichen fiir die 
Anwesenheit von Koproporphyrin. ’) 


2. Ochsenherz, angeblich 1 Tag nach dem Schlachten ver- 
kauft, frisch aussehend. 


a) 100 g zerkleinert, mit 20°/, Eisessig enthaltendem Ather aus. 
gezogen, der Auszug wiederholt gewaschen, filtriert, mit 25°/,iger Salz- 
siure ausgeschiittelt, die Salzsiure gibt sehr deutlich das Porphyrin. 
spektrum, Str. I. etwa 602; III. etwa 556,5; bei 1 em Schichtdicke ist 
Str. III. noch eben erkennbar. 


b) Der gré8te Teil des Herzens wurde 2 Tage kihl aufbewahrt, 
dann zerkleinert, mit 2 Liter 3°/, Eisessig enthaltendem Ather aus- 
gezogen, der Auszug dreimal mit ziemlich viel Wasser gewaschen, 
filtriert und mit einer kleinen Menge 25°/,iger Salzsiure ausgezogen. 
Der Auszug gab stark das Porphyrinspektrum, I. etwa 600,8; III. etwa 
556'/,. Der Ather wurde noch mehrmals mit kleinen Mengen Salzsiiure 
ausgeschiittelt, alle Ausziige vereinigt, dreimal mit je dem dreifachen 
Volum, dann einmal mit 1 Volum Chloroform ausgeschiittelt, in der 
abgetrennten Salzsiure war nur noch eine Spur Porphyrin, 
der Streifen III konnte bei 6 cm Schichtdicke noch zu 555 bestimmt 
werden. Die Chloroformausziige wurden gewaschen, verdampft, der 
Riickstand in wenig Chloroform gelést, Lésung (briiunlich rot) gibt das 
Porphyrinspektrum I. etwa 628'/,; II. (Max. violettwirts) etwa 572'/,; 
Ill. etwa 538'/,; IV. etwa 506. Teil der Lésung wird verdampft, Riick- 
stand in n/10-Kalilauge klar gelést, gibt Spektrum I. 6321/,; II. Max. 
(violettwirts) 5771/,; III. 5411/,; IV. angenihert 508'/,. Teil der Chloro- 
formlésung mit gleich viel 25°/,iger Salzsiure geschiittelt, in beiden 
Schichten deutliches Spektrum, in der Chloroformschicht I. 604'/,; 
III. 5591/,, in der Salzsiiureschicht I. 6021/,; III. 557. 





1) Bei der Verarbeitung gréBerer Mengen von kiuflichem Rind- 
fleisch, sogenanntem frischen Fleisch wie auch Gefrierfleisch, fand mein 
Mitarbeiter W. Ebell in einem Teil der Fille ebenfalls kleine Mengen 
von Porphyrin; es verhielt sich nicht anders als das von mir beobachtete. 
Koproporphyrin fand auch Dr. Ebell nicht. Er erhielt das Porphyrin 
aus den Atherausziigen sowohl mit 25°/,iger wie auch mit 5°/,iger 
Salzsiure. Ebell priifte ferner Rindfleisch, das zerkleinert in einem 
verschlossenen GefiB mehrere bis etwa 8 Tage bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt worden war. Das dabei erhaltene Porphyrin zeigte wiederum 
die oben angegebenen Eigenschaften. Auch bei der Priifung in &theri- 
scher Liésung ergab sich kein Hinweis auf die Anwesenheit von Kopro- 
porphyrin. 
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3. Ochsenherz, 1 Tag allt. 


150 g zerkleinert, mit 5°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen. 
Auszug gewaschen, mit wenig 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt; die 
Salzsiure gibt das Spektrum wie in Versuch ,,2a‘. 


4. Ochsenherz, angeblich 1 Tag alt. 


200 g zerkleinert, mit 2°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen, 
der Auszug viermal gewaschen, filtriert, mehrmals mit je 5—8 ccm 
25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. In der Salzsiure eine eben erkenn- 
pare Spur Porphyrin. Str. III. angenihert 557—558. 


5. Ochsennieren, angeblich 1 Tag alt, frisch aussehend. 

800 g zerkleinert, mit 5°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen; 
Auszug gewaschen, filtriert, mit 25°/,iger Salzsiure ausgezogen; in 
der Salzsiiure eben erkennbare Spur Porphyrin. Str. III. angenihert 557. 


6. Als Nahrung verkauftes sogenanntes frisches Pferde- 
fleisch, das in Wahrheit aber 5 Tage im Kihlraum gelegen hatte. 

a) 100g mit 10°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen, der 
gewaschene filtrierte Atherauszug mit 25°/,iger Salzsiure geschiittelt; 
deutliches Porphyrinspektrum I. etwa 602; III. etwa 557. Die nihere 
Untersuchung ergibt keinen Hinweis auf die Anwesenheit von Kopro- 
porphyrin. 

b) 100 g werden in einem mit Glasstépsel verschlossenen Glase 
2'/, Wochen bei 15° stehen gelassen, mit 10°/, Eisessig enthaltendem 
Ather ausgezogen, der Auszug dreimal gewaschen. 

a) Ein Teil des Atherauszuges wird mit 25°/,iger Salzsiure aus- 
geschiittelt, sie gibt das Porphyrinspektrum I. 602'/,; III. 557%/,. 

6) Die Hauptmenge des Atherauszuges bleibt 1 Tag stehen, er ist 
dann braunlich-rosa und gibt ein sogenanntes metallisches Porphyrin- 
spektrum, Str. I. 584,4; III. 545,7. — Ein Teil des Athers wird zweimal mit 
je 5 ccm 25°/, iger Salzsiure extrahiert, beide Ausziige geben das Porphyrin- 
spektrum, der erste: I. 602,5; III. 5571/,; der zweite: I. 603; III. 558. 
Mehrfache Wiederholung ergibt das gleiche. Auch hier konnte Kopro- 
porphyrin nicht nachgewiesen werden. Am niachsten Tage wurde 1 Teil 
des Athers verdampft, der Riickstand in Eisessig gelést, durch Kochen 
mit Ferroacetat-Kisessiglésung in die Eisenverbindung verwandelt, in 
Chloroform gebracht, dieses gewaschen und verdampft, der Riickstand 
in Pyridin gelést, gab das Spektrum I. (einheitlicher, schmaler, scharf 
begrenzter Streifen) 556,3; II. breiter, schwach, Max. 526, nach Zusatz 
eines Tropfens Hydrazinhydrat J. 5561/,; II. etwa 525,7, also etwa wie 
das Himochromogen aus e-Himatin bzw. das Himochromogen aus der 
Kisenverbindung des o-Himatoporphyrins. 


7. Kaufliches Rindfleisch wurde zerkleinert und in einem 
verschlossenen Glase 10 Wochen bei 15° gehalten. 
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Etwa 80 ccm der Masse wurden mit 10°/, Eisessig enthaltendey 
Ather ausgezogen, der Atherauszug gewaschen und die Hauptmeng, 
zweimal mit wenig 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Der erste Sal. 
siiureauszug gab ein sehr deutliches Porphyrinspektrum, I. 601,8; III. 556.4 
Es wurde mit Natriumacetat in Ather gebracht, der Ather gab ein cin. 
heitliches Spektrum: im Rot nur den einen schmalen symmetrischey 
scharf bestimmbaren Streifen auf 632,3. Der Ather wurde gewaschen 
und gab das Spektrum ebenso: I. 632,1; II. unsymmetrisch, Mux. violett. 
wirts auf 575.5; LIL. Mitte 536; IV. Mitte angenihert 502'/,. — Der 
zweite Salzsiureauszug gab ebenfalls sehr deutlich das Porphyrinspektrun, 
I. 602,83; III. 557,1. Das Porphyrin, mit Natriumacetat in Ather ge. 
bracht, gab ein einheitliches Spektrum: I. 632,0; II. (Max. violettwiirts) 
575,6; ILI. Mitte 536; IV. Mitte angen&hert 502. Fiir die Anwesenheit 
von Koproporphyrin ergab sich kein Anhaltspunkt. 


8. Entblutetes Ochsenherz, zerkleinert. 


Ein gréBerer Teil wird in einem verschlossenen Glase 9 Wochen 
bei 15° gehalten. Etwa 80 ccm der Masse werden mit 10°/, Hisessig 
enthaltendem Ather ausgezogen, der Atherauszug gewaschen und zweimal 
mit wenig 25°/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt. Die Salzsiiure enthiit 
nur eine Spur Porphyrin. Erst bei groBer Schichtdicke ist der Ort der 
Streifen angenadhert bestimmbar zu 601(—602) und 556*/,(—557'/,). 


9. Rindfleisch, zerkleinert in einem verschlossenen Glase 
1 Jahr lang im zerstreuten Tageslicht bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. 


Die nunmehr weiche, aber keineswegs zerflossene Masse wird mit 
10°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen. Der Atherauszug wird 
wiederholt mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, der Farbstoff aus den 
vereinigten Ausziigen mit Natriumacetat im Ather gebracht, der Ather 
gewaschen und verdampft. Der Riickstand wird mit Ather aufgenommen, 
wobei er sich gréBtenteils list. Das Filtrat gibt deutlich das Spektrum 
eines Porphyringemisches: I. zwei schmale Streifen im Rot a) auf 632,7, 
b) auf 622,6 (dieser deutlich stirker als ,,a‘‘; II. uneinheitlicher breiter 
Streifen mit schwicherem Maximum auf etwa 575,6 und stirkerem 
Maximum auf etwa 567,4; III. breiter uneinheitlicher Streifen mit 
schmalem Maximum (violettwirts) auf etwa 525 (Mitte des Streifens etwa 
532); IV. starker Streifen angenihert auf 499. Dem Spektrum nach 
hat ein Gemenge aus gewéhnlichem chloroformléslichen «-Porphyroidin 
oder Kimmerers Porphyrin und einem Uberschu8 eines zweiten ur- 
bekannten Porphyrins vorgelegen, das die Absorptionsmaxima auf 622,6, 
567,4 und 525 bedingt. Diese Werte passen angenihert sowohl 
auf Koproporphyrin und Mesoporphyrin als auch auf Himoporpbyrin 
und das in der folgenden Abhandlung beschriebene Porphyrin aus 
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Kopratin.*) Der Farbstoff kann also nicht ohne weiteres mit Kopro- 
porphyrin identifiziert werden. Zu einer eingehenderen Untersuchung 
reichte seine Menge nicht aus. 


III. Porphyrinbildung aus Fleisch und Ochsenlerzen nach 
spontaner Faulnis bei 37 oder 50°. 


In allen Versuchen wurde Porphyrin erhalten, hiufiger 


) baw. vorwiegend das chloroformlésliche Porphyrin mit den 
' Kigenschaften von Kimmerers Porphyrin bzw. a-Porphyroidin. 
> Aus Ochsenherz wurde einmal (Vers. 5) in geringer Menge ein 
+ Porphyrin erhalten, dessen Siurespektrum auf Koproporphyrin 
' oder Mesoporphyrin pa8te, in einem anderen Versuch (8) ein 
' Porphyrin, dessen Werte fiir die itherische und salzsaure Lisung 
/ viemlich gut auf Koproporphyrin bzw. Mesoporphyrin paBten, 


SOS he PR re ea Sa eo ae Re ee ee RE ee eee Oe 


ere 


/wihrend die Werte fiir die Lésung in n/10-Kalilauge von 


denen des Mesoporphyrins ganz abwichen und auch fiir Kopro- 
porphyrin nicht geniigend stimmten. In einem Versuch an 
Pferdefleisch wurde neben Kimmerers Porphyrin ein nicht 


pviher identifiziertes zweites Porphyrin nachgewiesen, dessen 
’ Werte (fiir die ‘therische Lésung) fiir Koproporphyrin und 


Mesoporphyrin reichlich weit violettwirts lagen, so daB hier 


' méglicherweise ein neues, vielleicht das zum Kopratin gehérige 
| Porphyrin vorgelegen hat. 


Versuche. 
1. Rindfleisch, 1 Woche im Kihlraum aufbewahrt. 


200 g zerkleinert, in einem verschlossenen Glase 1 Tag bei 37° ge- 


> halten, mit 3°/, Eisessig enthaltendem Ather griindlich ausgezogen, der 
) Atherauszug wiederholt gewaschen, mit 25°/, iger Salzsiure ausgeschiittelt, 
» in der Salzsiure: deutliches Porphyrinspektrum (I. etwa 601'/,; III. etwa 
) 556). Der Ather noch zweimal mit Salzsiiure ausgeschiittelt. Die ver- 
) cinigten Ausziige gemischt, fiinfmal mit reinem Chloroform ausgeschiittelt, 
| wobei das Porphyrin fast ganz in das Chloroform ging, in der Salz- 


siure ist nur noch der Porphyrinstreifen im Griin erkennbar, eine 
Identifizierung dieses Restes Porphyrin ist nicht méglich. — Die Chloro- 
formausziige werden gewaschen, filtriert und eingeengt. Darin lat sich 





1) Wegen dieser Farbstoffe sei auf die Abhandlung ,,Uber ein 
» durch Darmfiulnis entstehendes Umwandlungsprodukt des «-Himatins“ 
verwiesen (Diese Zs. im Druck). 
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nur das bekannte (s. 0.) chloroformlésliche Porphyrin nachweisen (Str, |, 
ungefihr 628'/,). 


2. Ochsenherz, einige Tage im Hisschrank aufbewahrt, 
Kin gréBeres Stiick wurde zerkleinert und in einem 3/,-Liter. 
glas verschlossen 1 Tag bei 37° gehalten, danach 


a) achtmal mit einer gréferen Menge 1°/, Eisessig enthaltenden 
Athers ausgezogen. Die eine Hilfte des Atherauszuges wurde griindlich 
gewaschen und zweimal mit 25°/,iger Salzsiure ausgezogen, die andere 
ohne vorheriges Waschen mit Salzsiure behandelt. In beiden Fillen 
enthielt die Salzsiure deutlich Porphyrin (I. 601(—602); III. 556(—556'/,), 
Aus den vereinigten Salzsiiureausziigen wurde das Porphyrin mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht. Der Ather gab deutlich das Porphyrin- 
spektrum: I. 631; II. etwa 575°/,; TIT. 536/,; auch nach dem Einengen 
war im Rot nur der Streifen I. auf 631 zu sehen, nicht der Streifen des 
Koproporphyrins. 

b) Danach noch mit 600 cem 10°/, Eisessig enthaltendem Ather 
ausgezogen, der Auszug dreimal gewaschen, filtriert und zweimal mit & 
25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die Salzsiiure enthielt noch Porphyrin: § 
I. etwa 601'/,; III. etwa 556. Aus der Salzsiiure wurde das Porphyrin 
mit Natriumacetat in Ather gebracht, er gab das Spektrum wie bei ,,a‘: 
I. 630'/,; Il. etwa 575'/,; III. 5364/,; IV. 502. Im Rot keine Andeutung 
des Koproporphyrinstreifens. 

Die in ,,a“ und ,,b“ am Ende erhaltenen Atherischen Lésungen 
werden vereinigt, gewaschen, filtriert, eingeengt und nochmals gepriift: 
Str. I. (symmetrisch) 633'/,—628, Maximum 630'/,; II. uneinheitlich, 
schwacher Schatten auf 585, Maximum 5751/,; III. symmetrischer Streifen 
auf 5361/,; 1V. nicht ganz symmetrisch angenihert auf 502. Die Lésung 
wird nochmals gewaschen, filtriert, mit 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, 
die Salzsiure zeigt: I. etwa 602; III. etwa 5561/,. Aus der Salzsiure 
wird das Porphyrin mit Natriumacetat in Ather gebracht. Der Ather 
gut gewaschen, verdampft, der Riickstand durch zweimaliges Eindampfen 
mit je 5 cem 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol verestert, der Riick- 
stand in Chloroform gelést, die Lisung mit gleich viel 25°/,iger Salz- 
siure geschiittelt, Spektrum in der Chloroformschicht: I. angeniihert 
604'/,; IJ. 561. Demnach kein Hinweis auf Koproporphyrin. 


3. Ochsenherz, 3 Tage im Eisschrank aufbewabhrt. 


a) Ein gréBeres Stiick davon wurde in einem mit Uhrglas bedeckten 
Becherglase 1 Tag bei 37° gehalten, gut zerkleinert und mit 3°/, Eis- 
essig enthaltendem Ather ausgezogen, der Atherauszug fiinfmal gewaschen, 
filtriert und mit 5 ecm 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt; die Salzsiiure 
gab das Porphyrinspektrum I. angenihert 602; III. etwa 556. Der 
Ather wurde noch dreimal mit kleinen Mengen Salzsiure ausgeschiittelt, 
im dritten und vierten Auszug war kaum noch Porphyrin vorhanden. 
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Die beiden ersten Ausziige wurden gemischt und dreimal mit Chloroform 


ausgeschiittelt. In der Salzsiure war Porphyrin nicht mehr nachweisbar. 
Die vereinigten Chloroformausziige wurden gemischt, gewaschen, ver- 
dampft und der Riickstand in wenig Chloroform gelést; das Chloroform 
gab deutlich das Porphyrinspektrum: I. 629; II. angendhert 576; II. etwa 
5411/,; IV. angenihert 508; nach dem Schiitteln mit gleich viel 25°/,iger 
Salzsiure im Chloroform Str. III. gut bestimmbar zu 561. Auch bei 


‘diesem Versuch ergab sich kein Hinweis auf die Anwesenheit von 


Koproporphyrin. 
b) Ein Stiick des Ochsenherzens wurde 2 Tage bei 37° gehalten, 


| weiter wie bei ,,a“ verarbeitet, der Atherauszug aber nur viermal ge- 


waschen, dann fiinfmal mit wenig Salzsiure ausgeschiittelt. Nach vier- 
maligem Ausschiitteln mit reichlich (je etwa 20 ecm) Chloroform zeigte 


die Salzsiiure bei 8—11 cm Schichtdicke deutlich nur noch den Streifen III, 


der zu etwa 557 bestimmt werden konnte. Das ins Chloroform iiber- 
gegangene Porphyrin verhielt sich wie bei ,,a“. Auch hier kein Hinweis 


auf die Anwesenheit von Koproporphyrin. 


4, Als Nahrung verkauftes Pferdefleisch wurde zerkleinert 


‘und in einem anfangs dicht, spiter nur noch lose verschlossenen 
|Glase 4 Wochen lang bei 37° gehalten. 


Ein Teil der Masse wurde mit 10°/, Eisessig enthaltendem Ather 


ausgeschiittelt. In der Salzsiiure wurde nur eine winzige Menge Por- 
phyrin nachgewiesen, so da8 eine nihere Charakterisierung nicht még- 
lich war, 


5. Ochsenherz, sogleich entblutet, zerkleinert. 
a) Etwa 250g wurden in einem verschlossenen Glase 4 Wochen 


bei 87° gehalten, dann ein gréSerer Teil mit 10°/, Eisessig enthaltendem 
| Ather ausgezogen, der Auszug gewaschen und mit 25°/,iger Salzsiaure 
ausgeschiittelt. Sie gab kein Porphyrinspektrum. 


b) Derselbe Versuch wie ,,a“ mit der Abweichung, da8B die Masse 


‘erst nach 6 Wochen langem Stehen bei 37° untersucht wurde. Hier gab 
_ die Salzsiiure schwaches Porphyrinspektrum: I. angenahert 593; III. an- 


geniihert 549,5, Die Zahlen stimmen ftir Koproporphyrin oder Meso- 


' porphyrin. Eine nihere Kennzeichnung war bei der geringen Menge 


nicht méglich. 
6. Pferdefieisch, 5 Tage im Kiihlraum aufbewahrt, zer- 


'Kleinert. 1) Mit dem Fleischbrei wurde eine gréBere Anzahl 


eee: 





1) Ein Teil des Inhalts eines 2'/, Wochen bei 37° gehaltenen Glases 
'diente weiterhin als ,,Kultur‘, mit der in einer Reihe von Versuchen 
frisches Fleisch geimpft wurde. 
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von GlasgefaBen gefiillt und teils bei 15°, teils bei 37° auf. 
bewahrt.?) 


a) 100 g in einem verschlossenen Glase 2'/, Wochen bei 37° gehalten, 
dann mit 500 ccm 10°/, Eisessig enthaltendem Ather ausgezogen, der 
Atherauszug dreimal gewaschen, filtriert und zweimal mit 25°/,iger 
Salzsiure ausgeschiittelt. Beide Ausziige werden getrennt untersucht. 

Der zweite Auszug enthilt eine wesentlich geringere Menge 
desselben Farbstoffgemisches wie der erste: Der erste Auszug gab 
ziemlich stark das Porphyrinspektrum. Beide Streifen waren auffillig 
breit, der erste (symmetrisch) lag auf 599, der zweite, uneinheitlich, 
hatte etwa in der Mitte ein schwaches Maximum auf 553,5. Nach dem 
Verdiinnen mit gleichviel 25°/,iger Salzsiure wurde sein schmales 
Maximum auf ungefiihr 554 gefunden: die Beschaffenheit der 
beiden Streifen deutete auf ein Farbstoffgemisch hin. Aus 
der Salzsiure wurde der Farbstoff mit Natriumacetat in Ather gebracht. 
Die itherische Lésung gab unverkennbar ein Mischspektrum, zwei eng 
benachbarte schmale Streifen im Rot auf 631,5 und 622,5 (dieser kaum 
schwiicher als der erste), einen Streifen mit zwei schwachen Maxima 
auf 575'/, und 565, einen Streifen auf 534 und einen auf angeniihert 
500. Die atherische Lésung wurde verdampft, der Riickstand in eine 
reichliche Menge 25°/,ige Salzsiure gebracht. Sie gab das Porphyrin- 
spektrum, die beiden Streifen I und JII waren aber auffallend breit. 
Der erste war uneinheitlich, bei genauer Beobachtung lieB sich eine 
sehr schwache Aufhellung etwa in seiner Mitte auf 598 erkennen, so 
daB links und rechts ein schwaches Maximum auf angenihert 601’), 
und 6591'/, bestimmt werden konnte. Die Mitte des sehr breiten 
Streifens III wurde zu angendhert 553'/, bestimmt. Die Salzsiiure wurde 
4—5 mal mit Chloroform ausgeschiittelt, und so von dem einen Porphyrin 
wenigstens zum gréBten Teile befreit. Sie gab noch sehr deutlich das 
Porphyrinspektrum, aber mit abweichender Lage der Streifen, niimlich 
Str. III 551. Offenbar war das Spektrum auch jetzt noch nicht ein- 
heitlich; der Versuch wurde in Anbetracht der nur geringen Menge 
Farbstoff nicht weiter durchgefiihrt. Welches Porphyrin vorgelegen 
hat, ist unentschieden. 


7. Kaufliches Pferdefleisch, zerkleinert und mit einer 
kleinen Menge (bei 37° 27/, Wochen) gefaulten Pferdefleisches 
von Vers. 6 (s. dort, FuBnote 1) geimpft und 4 Wochen bei 
37° gehalten, 





1) 100 g der Masse lieferten bei der Extraktion mit 10°/, Eisessig- 
Ather einen Auszug, aus dem beim Ausschiitteln mit 25°/,iger Salzsiiure 
eine geringe Menge Porphyrin gewonnen, Koproporphyrin aber nicht 
nachgewiesen worden war. 
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a) Eine gréBere Probe der Masse wurde mit 10°/, Essigsaiure ent- 
haltendem Ather ausgezogen, der gewaschene Auszug mit 25°/,iger 
Salzsiure ausgeschiittelt. Die Salzsiiure enthielt nnr wenig Porphyrin, 
dessen nihere Charakterisierung nicht méglich war. 

8. Ochsenherz, zerkleinert; etwa */, kg in verschlossenen 


Glisern 4 Wochen bei 50° gehalten. 

Ein Drittel der Masse mit 20°/, Eisessig enthaltendem Ather er- 
schépfend extrahiert, Auszug gewaschen, wiederholt mit 5°/,iger Salz- 
siure ausgeschiittelt, das Porphyrin in tiblicher Weise in Ather gebracht, 
daraus in Salzsiure, dann wieder in Ather, daraus wieder in 5°/, ige 
Salzsiure und diese wiederholt mit Chloroform ausgeschiittelt. Das 
| Restporphyrin wurde aus der Salzsiiure in Ather gebracht, Spektrum: 
| L. 622,7; I. Max. (violettwirts) 567; III. Max. 525,0; IV. Streifen 
Griin/Blau. Ein Teil des durch Verdampfen der Lésung gewonnenen 
Farbstoffs gab in 25°/, iger Salzsiure das Spektrum I. 592,5; III. 549,3; 
ein Teil, in n/10-Kalilauge gelést, das vierstreifige Spektrum etwa wie 
Koproporphyrin, doch mit der Abweichung, da8 der Streifen I. auf 621 
statt auf 617 lag; ein Teil, in die Eisenkomplexverbindung verwandelt, 
in Pyridin mit Hydrazinhydrat das Spektrum: I. 546,0; II. etwa 516. 
Der durch das Ansschiitteln mit Salzsiiure von Porphyriii befreite Ather- 
auszug (s. oben) war stark braungelb gefairbt und hinterlie8 beim Ver- 
dampfen in reichlicher Menge himatinahnlichen Farbstoff; er gab in 
Pyridin gelést mit Hydrazinhydrat das Spektrum I. etwa 549'/, mit sehr 
geringem Vorschatten, also angeniihert iibereinstimmend mit dem Himo- 
chromogen aus Nenckis Himatoporphyrin. 


IV. Porphyrinbildung aus Fleisch und Ochsenherzen nach Faulnis 
bei 87 oder 50° und Zersetzung durch rauchende Salzsaure. 


In diesen Versuchen wurde aus gefaultem Pferdefleisch 
freiwillige Faulnis oder Faulnis nach Impfung mit der Fleisch- 
kultur) durch Spaltung mit einem groBen UberschuB rauchender 
Salzsiure bei gewdhnlicher Temperatur reichlich Porphyrin 
gebildet. 

Fleisch, das vorher nur 6 Tage der spontanen Fiaulnis 
iiberlassen worden war, ergab ein Gemisch aus Ahnlichen 
Mengen von Kaimmerers Porphyrin (bzw. «-Porphyroidin) 
und einem noch nicht identifizierten Porphyrin, dessen spektro- 
metrische Werte bei der itherischen Lésung angendhert zu 
den kirzlich von H. Fischer und R. Miller’) fiir Hamo- 


1) H. Fischer u. R. Miller, Zur Kenntnis der natiirlichen Por- 
phyrine, Diese Zs. Bd. 142, S. 120 (1925). 
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porphyrin festgestellten Zahlen und ebenso fiir das aus 
,Kopratin® darstellbare Porphyrin!) passen wiirden (z. B, 
Str. I 621,8, Il 566,7 fiir die Atherische Lésung), fiir Kopro. 
porphyrin oder Mesoporphyrin jedenfalls zu weit violettwiirts 
liegen. 

Nach vorheriger wochenlanger Faulnis ergab die Salz. 
siurespaltung ebenfalls reichliche Porphyrinausbeute, wobei 
aber das «-Porphyroidin héchstens noch in untergeordneter 
Menge vorhanden war. Die Spektra der hierbei erhaltenen 
Porphyrine passen mehr oder weniger gut auf das Hamato- 
porphyrin Nencki, das Mesoporphyrin oder das Koproporphyrin 
und, soweit die von H. Fischer kiirzlich mitgeteilten Zahlen 
einen Vergleich gestatten, teilweise auch auf Haimoporphyrin. 

Da die Porphyrine bislang nicht rein abgeschieden sind, 
ist ein sicheres Urteil noch nicht méglich. 

Aus den an einzelnen Fraktionen gefundenen Zahlen fiir 
die Lésungen der Ester und der reduzierten Hisenverbin- 
dungen in Pyridin kénnte man sehr wohl auf Koproporphyrin 
oder Mesoporphyrin schlieBen, wenn nicht mit dem Vorkommen 
eines anderen, sich tauschend dhnlich verhaltenden Porphyrins 
gerechnet werden miiBte. Die an einer Fraktion gefundenen 
Zahlen fiir die Atherlésung passen besser auf Himoporphyrin 
(oder Atioporphyrin?). 

In Versuch 2 und 4 ergab wochenlange Faulnis des mit 
der Fleischkultur geimpften Fleisches und Spaltung durch 
Salzsiure Werte, die angenihert auf Kopro- oder Mesopor- 
phyrine passen, wahrend nach der Uberfihrung in die Athe- 
rische Lésung Zahlen gefunden wurden, die eher auf Himo- 
porphyrin passen. Eine Fraktion des Rohprodukts war 
chloroformléslich, bestand aber nicht aus «-Porphyroidin, 
sondern gab bei der weiteren Verarbeitung sowohl in Ather 
als auch in Salzsiure Werte, die am besten auf Hiamato- 
porphyrin Nencki passen, wobei aber zu beachten ist, dab 
dieses in Chloroform kaum léslich ist. Leider wird die Be- 





1) Siehe die folgenden Abhandlungen. 
*) H. Fischer u. R. Miiller, a. a. O., S. 135. 


«Ele 
q bef 


| spi 
> Wei 


urti 
‘ leic 


| Kin 


) Pre 
der 
‘nicl 


\ dav 
‘das 
 iibe 
Kal 
* bet 
‘des 
. Vel 
un 
aus 
kav 
| ges 
' che 
: Me 
> phy 
> der 
‘das 
vin 

ver 
‘ lise 
ge 
‘bs 
' far 
‘mit 
‘ste 








Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus Fleisch und Blut. 209 


‘urteilung des fraglichen Farbstofis durch die von mir beobachtete 
‘leichte Zersetzlichkeit beeintrachtigt (s. d. Protokoll S. 214). — 
'Ein anderer Anteil des Rohprodukts verhielt sich bei einzelnen 
'Proben dem Koproporphyrin tauschend dhnlich, gab aber in 
‘der atherischen Lésung Werte, die auch auf Himoporphyrin, 
‘ nicht jedoch auf Hiamatoporphyrin Nencki bezogen werden kénnen. 
In dem Versuch ,,3“ ergab ein Ochsenherz nach lang 
‘dauernder Faulnis und Salzsiurespaltung ein Rohporphyrin, 
‘das in seinem Verhalten am nachsten mit Koproporphyrin 
-ibereinstimmte. Nur das Spektrum der Liésung in verdiinnter 
Kalilauge wich von dem regelrechten Koproporphyrinspektrum 
‘betrachtlich ab, so daB® ein zwingender Beweis fir die Identitit 
“des Farbstoffs mit Koproporphyrin nicht erbracht ist. In dem 
'Versuche 3a ergab Ochsenherz nach langdauernder Faulnis 
‘und Salzsiurespaltung ein Gemisch porphyrinartiger Farbstoffe, 
‘aus dem eine in Chloroform lésliche (a) und eine nicht bzw. 
‘kaum lésliche Fraktion (b), diese in viel geringerer Menge, ab- 
‘geschieden werden konnte. Beide Fraktionen zeigten in ihrem 
‘chemisch-spektroskopischen Verhalten groBe Ahnlichkeit mit 
| Mesoporphyrin und Koproporphyrin, aber auch mit dem Por- 
‘phyrin aus Kopratin. Eine sichere Identifizierung mit einem 
‘der genannten Porphyrine war aber nicht méglich; z. B. zeigte 
‘das (gleich Mesoporphyrin) chloroformldsliche Porphyrin 
‘in der alkalischen Lésung nicht die fir Mesoporphyrin 
‘verlangten Werte; andererseits stimmten die Werte der alka- 
‘lischen Liésung des chloroformunléslichen Porphyrins nicht 
Pgeniigend mit denen einer alkalischen Koproporphyrin- 
‘lésung tiberein. Auch nach sorgfaltiger Reinigung der Roh- 
'farbstoffe zeigte keine Fraktion vollstindige Ubereinstimmung 
‘mit Koproporphyrin, so daB der sichere Beweis fir die Ent- 
‘stehung von Koproporphyrin aus Fleisch oder Organen durch 
'Faulnis auch in diesem Versuche nicht erbracht werden konnte. 
| DaB die von H. Fischer und K. Schneller an gefaultem 
| Fleisch und Organen erhobenen vermeintlichen Koproporphyrin- 
| befunde nicht voll beweiskriftig sind, ist von H. Fischer selbst 
'spiterhin erkannt worden und wird durch die vorliegende teil- 
' weise noch eingehendere Untersuchung erhirtet. Man muf heute 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVII. 14 
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mit der Méglichkeit rechnen, daB in derartigen Versuchen ein fF 


besonderes, dem Koproporphyrin zwar sehr ahnliches, aber 
weder mit ihm noch mit Nenckis Hamatoporphyrin iden. 
tisches Porphyrin auftreten kann. In dieser Hinsicht sind 
namentlich die teils weit violettwirts gelegenen Atherspektren 
zu beachten. DaB unter geeigneten Bedingungen auch echtes 
Koproporphyrin entstehen kann, halte ich fiir sehr wohl méglich. 

Ks bleibt demnach unentschieden, welche Umwandlungen 
(abgesehen ab von der Hisenspaltung) die prosthetische Gruppe 
der urspriinglich vorhandenen Farbstoffe erfihrt. DaB die 
Faulnis verschiedenartige Hiamochromogene bzw. Hima- 
tine liefern kann, ist erwiesen.") 

Hin sicherer Schlu8 auf das Vorhandensein eines be- 
sonderen Himochromogens bzw. Hamatins als prosthetischer 
Gruppe in dem umstrittenen Muskelfarbstoff laBt sich aus 
diesen Untersuchungen nicht ableiten, da der Bereich der bakteric- 
chemischen Umwandlungsméglichkeiten noch nicht iibersehen 
und abgegrenzt werden kann. 


Versuche. 


1. Pferdefleisch, 5 Tage im Kihlraum gelegen, zerkleinert, 
bei 37° in verschlossenen Glisern 21/, Wochen der Selbst- 
zersetzung iiberlassen. Der Inhalt der Gliser bestand da- 
nach aus einer mit weichen Feichstiickchen durchsetzten 
Fliissigkeit von durchdringendem Fiaulnisgeruch und _ stark 
alkalischer Reaktion (viel NH,!). Aus einem der Glaser wurde 
ein Teil abgegossen (vorwiegend Saft, aber auch Fleisch- 
stiickchen). Kin Teil wurde filtriert, er gab kein Porphyrin- 
spektrum. Ein Teil des Saftes nebst einigen Fleischstiickchen 
wurde mit 2 Volum rauchender Salzsiure iibergossen, abgekiihlt 
und nach kurzem Stehen filtriert. Die rosa gefirbte Flissigkeit 
gab ein sekr starkes Porphyrinspektrum: I. etwa 595!/,; 
UI. etwa 5521/,, mit viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt: das- 
selbe. Aus der salzsauren Lisung wurde der Farbstoft mit 
Natriumacetat in Ather gebracht. 





1) 0. Schumn, a.a. O. Bd. 141, S. 158 (1924); Bd. 144, S. 272 (1925), 
vgl. auch die folgende Abhandlung. 
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a) Der gewaschene Atherauszug gab das Porphyrinspektrum: 


' J. schmaler Streifen auf 623,8. IL. breiter unsymmetrischer Streifen, 


Mitte des ,,Vorschattens“ auf 574,9, das schmale Maximum liegt auf 


' 568,6; IIL. angenahert symmetrisch, Maximum etwas violettwirts auf 
| 528,83; IV. angeniihert 497 (Mitte). 


b) Ein Teil der &therischen Lésung wurde mit iiberschiissiger ver- 


| dinnter Kalilauge geschiittelt, wobei der Farbstoff gré8tenteils tiberging. - 
' Die alkalische Loésung gab ein vierstreifiges alkalisches Porphyrin- 
| spektrum: I. 620,6; II. 569,0; III. 535,0; IV. angenithert 502'/,. 


c) Ein Teil der dtherischen Liésung wurde mit wenig 25°/,iger 
Salzsiiure ausgeschiittelt, die Salzsiure gab das Spektrum: I. etwa 


» 595,7; ILI. etwa 551,6, mit viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt: I. 595,4; 
IIT. 551,2. 


d) Ein Teil der itherischen Lésung wurde nach griindlichem Waschen 


| verdampft, der Riickstand mit Methylalkohol und Salzsiuregas verestert, 
/ unter Kithlung mit Wasser verdiinnt, mit Soda alkalisiert ugd mit 
| Chloroform geschiittelt. Die filtrierte Chloroformlésung gab das Ester- 
» spektrum: I. 621,4; III]. Maximum violettwirts 567,3; IV. etwa 534,0; 
_ VY. angenihert 506,5. Nach dem Schiitteln mit gleich viel 25°/,iger Salz- 


siure gab die Chloroformlésung das Saéurespektrum: I. 600,4; III. 558,0. 
e) Ein Teil der atherischen Lésung wurde nochmals gewaschen, 


| filtriert, verdampft, der Riickstand in Eisessig gelést, mit frischer 
Eisenacetat-Eisessiglésung gekocht, abgekihlt, mit Chloroform verdiinnt, 
' mit Wasser gewaschen, die Chloroformlésung filtriert, verdampft, der 
| Riickstand nach dem Erkalten in Pyridin geliést. Die Lésung gab das 
| Spektrum: I. 547,6 (schmal, scharf begrenzt); Il. schwacher Schatten mit 


schmalem Maximum auf etwa 517,7. Nach Durchmischen mit 1 Tropfen 


| Hydrazinhydrat dasselbe Spektrum: I. 547,6; II. 518,0. 


Die Werte der alkalischen Lésung passen keineswegs fiir Meso- 


porphyrin, auch nicht geniigend fiir Koproporphyrin. Die an dem 


Veresterungsprodukt in reinem Chloroform festgestellten Werte stimmen 
bei den wichtigsten Streifen I, III, IV ziemlich genau auf Mesoporphyrin 
und Koproporphyrin, nicht geniigend fiir Hiamatoporphyrin Nencki 


| wihrend bei der Chloroform-Salziureprobe nur der Wert fiir den 


Streifen I angenihert auf Mesoporphyrin oder Koproporphyrin paBt?), 
Streifen ITI (558) deutet dagegen auf ein Gemisch hin. Eine sichere 
Identifizierung ist hiernach nicht méglich. Der Farbstoff verhilt sich 
aber durchaus verschieden von dem aus _ ,,sauerstoffgezehrtem Blute“ 
gewonnenen a-Himatoporphyrin bzw. Kimmerers und Papendiecks 
chloroformléslichen Porphyrin und zeigt mehr oder weniger weitgehende 
Ubereinstimmung mit Mesoporphyrin, Koproporphyrin und Himato- 





1) Vgl. O. Schumm, Spektroskopisch-chemische Reaktionen einiger 


Porphyrine und ihre Methylester, Diese Zs. Bd. 186, S. 256 (1924). 
14* 
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porphyrin Nencki. — Fiir Versuche zur Reindarstellung reichte die 
Farbstoffmenge nicht aus. 


2. Pferdefleisch, mehrere Tage kiihl aufbewahrt, danach 
zerkleinert. 


a) Teil des Fleisches in einem verschlossenen Glase 6 Tage bei 
87° gehalten. 

Ein Teil der Masse wird mit 2 Volum rauchender Salzsiiure 
gemischt, abgekiihlt, nach etwa 10 Minuten filtriert. Das rote Filtrat 
gibt stark das Porphyrinspektrum I. etwa 600,0; II. etwa 554,5; mit 
viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt: I. etwa 5991/,; II. etwa 554,5. Ein 
Teil der Lésung wird mit iiberschiissigem Natriumacetat und Ather 
geschiittelt, wobei der Farbstoff in den Ather geht. Der Ather gibt 
das Spektrum eines Porphyringemisches: I. Im Rot zwei eng benach- 
barte gleich starke Streifen auf 632,5 und 621,8; IL. Streifengruppe mit 
2 Maxima auf 575,6 und 566,7; III. Streifen mit breitem Maximum auf 
535,4 und schmileren auf 524,6; IV. Streifen auf angenihert 499. Die 
itherische Lésung wird verdampft, der Riickstand in 25°/,iger Salzsiure 
gelést. Sie gibt ebenfalls das Spektrum eines Porphyringemisches, 
Streifen I mit 2 Maxima auf 602,7 und 592,7; III. breit, Mitte etwa 552,6. 

In diesem Versuch ist ein Gemisch zweier Porphyrine, vorhanden. 
Das eine ist offenbar o-Porphyroidin bzw. Kimmerers Porphyrin, das 
zweite kann den spektroskopischen Werten nach Himoporphyrin oder 
das Porphyrin des Kopratins sein. (Vergl. die folgenden Abhandlungen.) 


b) Teil des Fleisches in verschlossenem Glase 4 Wochen bei 37° 
gehaiten. *) 

Die Hauptmenge der iiberstehenden Fliissigkeit wird abgegossen, 
der zuriickgebliebene Brei mit 3 Vol, rauchender Salzsiure gemischt, 
nach einigen Minuten abgekiihlt und filtriert. (Eine Probe der Fliissigkeit 
wird auf angenahert 25°/, HCl gebracht und mit 25°/, Salzsiure ver- 
diinnt. Sie gibt das Porphyrinspektrum: I. 594,1; III. etwa 551,2.) Die 
Hauptmenge des Filtrats wird mit Kalilauge unter Eiskiihlung ab- 
gestumpft, wobei eine feinflockige Ausscheidung erfolgt (= N-1). Sie 
wird abfiltriert. Beim Auswaschen auf dem Filter geht der Niederschlag 
schnell fast ganz in Lésung, wird daraus durch Kalilauge gefallt, ab- 
filtriert, abgepreBt und mit Methylalkohol und Salzsiuregas verestert. 
Das Veresterungsprodukt gibt in Chloroform das Esterspektrum: I. 621,4; 
II. (Maximum violettwirts) 566,9; II. fast symmetrisch, Mitte 533,6; 
IV. angenahert 500,5. Nach dem Schiitteln mit gleich viel 25°/,iger 
Salzsiure in der Chloroformschicht: I. nicht ganz einheitlicher Streifen, 





1) In einem mit 10°/, Eisessig erkaltendem Ather hergestellten 
Auszug dieses gefaulten Fleisches lieB sich nur eine eben erkennbare 
Spur Porphyrin nachweisen, das nicht niher charakterisiert werden konnte. 


[St See 
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$ 


Mitte etwa 599; III. breiterer Streifen, Mitte 555,6, feines Minimum 


' auf 555,3. 


Das Filtrat von ,,N. 1“ wird mit Kalilauge alkalisiert, die ziemlich 
reichliche flockige Ausscheidung (=N. 2) abfiltriert und einmal gewaschen. 


Eine Probe von ,,N.2“ in viel 25°/,iger Salzsiure gelést, gibt das 
| Spektrum: I. etwa 594; III. etwa 550,6. 


Ein Teil von ,,N. 2“ wird mit n/10-Kalilauge in Lésung gebracht, 


| die Lésung gibt das alkalische Porphyrinspektrum: I. 618,1; II. (Maximum 
| violettwirts) 564,6; III. (symmetrisch) 538,9; IV. angeniihert 506. Die 


Liésung wird mit Essigsiiure angesiiuert und mit Ather geschiittelt. Ein 


betriichtlicher Teil des Farbstoffes geht mit roter Farbe in den Ather, 
' ein Teil bleibt in braunen Flocken ungelést. Die itherische Lésung 


| wird gewaschen; sie gibt das Spektrum: I. 622,38; Il. sehr zarter Streifen 
| auf angenihert 596,3; III. uneinheitlicher Streifen mit sehr schwachem 
| Maximum auf 574,7 und schmalem starken Maximum auf 566,7; IV. nicht 


ganz einheitlicher Streifen, Mitte 527,5, Maximum etwa 525; V. an- 


| genithert 494. Aus dem Ather wird der Farbstoff mit 25°/,iger Salz- 


SUSE, yop ua give ee ee aT 


siure ausgeschiittelt. Die Salzsiure gibt das Spektrum: I. 592,7; 
Ill. etwa 550, mit gleich viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt: dasselbe 
I. 592,7; ILI. 549,8. Die Hauptmenge von ,,N’. 2“ blieb bis zum nichsten 
Tage auf dem Filter. Der trockene Niederschlag wurde mit essigsiure- 
haltigem Ather ausgezogen, der Ather gewaschen und in 2 Teilen ein- 
gedampft. Ein Teil wurde in Eisessig gelést, in die Eisenverbindung 
verwandelt (s. oben) und diese in Pyridin gelést. Spektrum: (schwach) 
I. ungefihr 546, nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat bedeutend 


 stirker I. 546,7; II. schwacher Streifen mit schmalem Maximum auf 


' 517,9. Die Hauptmenge des Atherriickstandes wurde mit schwacher 


: Kalilauge aufgenommen, die Lésung filtriert, mit Essigsiure gefallt, der 
| Niederschlag abfiltriert, gewaschen, abgepreBt und mit Methylalkohol 


| und HCl-Gas verestert. Das Veresterungsprodukt wurde bei soda- 


| alkalischer Reaktion in Chloroform gebracht. Spektrum der Lésung: 


) I. 621; II. (Maximum violettwirts) 566,4; ILI. Mitte 532,6, Maximum 533; 


: IV. angenihert 501,8. Nach dem Schiitteln mit gleich viel 25°/,iger 
» Salzsiure gab die Chloroformschicht das Spektrum: I. 599; III. Streifen 


: mit feinem Minimum fast in der Mitte, Mitte 555,8, Minimum 555,0, 
| Maximum a) 559,2, b) 550,3. Ein Teil der urspriinglichen Chloroform- 
| lésung des Esters wurde verdampft, der Riickstand in die Eisenverbindung 
| verwandelt. Sie gab, in Pyridin gelést und mit 1 Tropfen Hydrazin- 
| hydrat versetzt, das Spektrum: I. 546,9; II. schwach mit schmalem 
| Maximum auf etwa 518. 


(Anmerkung. Aus derselben gefaulten Fleischmasse konnte, wenn 
die Aufspaltung mit rauchender Salzsiure unterlassen und dafiir mit 


| Eisessig und Ather extrahiert wurde, nur eine geringe Menge Porphyrin 


gewonnen werden, die zur niheren Charakterisierung nicht ausreichte.) 
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c) Ein Teil des Fleisches wurde mit der ,,Fleischkultur“ von Ver- 
such III. 6. geimpft und bei 87° gehalten. 


a) Nach 5 Tagen wurde ein Teil der Masse herausgenommen, mit | 


2 Vol. rauchender Salzaiiure tibergossen, die Fltssigkeit abgekiihlt und 
filtriert, Das rosa gefairbte Filtrat gab noch in geringer Schichtdicke 
ein sehr starkes Porphyrinspektrum: Stv. I. £96; III. 552,8, nach dem 
Verdtnnen mit viel 25°/,iger Salzsiure dasselbe I. 595,9; III. 552,3. 

6) Nach 4 Wochen wurde die Hauptmenge aus dem Brutofen ge- 
nommen. Der untere Teil des Glasinhalts bestand aus einer breiférmigen, 
stark rosa gefarbten Masse, tiber der eine ungefihr gleiche Menge 
Flissigkeit stand. Dieser Saft wurde abgegossen und ebenso wie der 
breiférmige Teil fir sich untersucht. — Ein gro8er Teil des Breies 
wurde mit 8 Vol. rauchender Salzsiiure tibergossen, wobei reichliche 
Gasentwicklung (Aufschiumen) erfolgte. Das Gemisch wurde gekihlt 
und filtriert. Eine kleine Probe, mit viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt, 
gab das Porphyrinspektrum: I. 594,1; III. 550,6; aus einer zweiten Probe 
wurde der Farbstoff mit Natriumacetat in Ather gebracht, der Ather 
gewaschen, Spektrum: I. 622; Il. (Maximum violettwirts) 566,7; III. 526,7; 
IV. angenihert 497. 

Aus dem Ather in 25°/, Salzsiure gebracht, ial der Farbstoff das 
Spektrum: I. etwa 593,5; III. 550. Die Hauptmenge wurde halbiert. 
1. Die eine Hialfte words mit gleich viel Chloroform geschiittelt, das 
deutlich rot gefiirbte Chloroform nach 5 Minuten abgetrennt und durch 
Waschen entsiiuert. Diese Lésung gab das Spektrum: I. 623; II. 567,7 
(Maximum, violettwirts); II]. 535,7; IV. 508. (Ein Teil der Lésung, 
mit gleichviel 25°/, Salzsiure geschiittelt, gab in der Chloroformschicht: 
I. 600,7; III. 556,9, in der Salzsiiureschicht ebenfalls Porphyrin: I. etwa 
596; Il. etwa 552.) Die neutrale Chloroformlésung wurde eae. ain 
Der Riickstand léste sich leicht in Ather, n/10 KOH und anch in 25°/ 
Salzsiure. Spektrum der Lisung in Ather: I. (schmaler, scharf iicleiaiter 
Streifen) 624,1; II. sehr zart 597'/,; IIL. (Maximum violettwirts) 568,6; 
IV. nicht ganz symmetrisch, Mitte 530; V. angenihert 498; in n/10-Kaii- 
lauge: klare rote Lésung, sehr zersetzlich, anfangs 4 Streifen: 
I. 623,5; IL. 567%/,; IIL. 587; IV. ungefiihr 504, schon nach */, Stunde 
ist ein starker ,,Zersetzungsstreifen“ im Blau vorhanden, dabei wird die 
anfangs rote Lésung gelb; in 25°/, Salzsiiure: I. 595/,; III. 551,5. Eine 
sichere Identifizierung dieses hier zum ersten Male beobachteten leicht 
zersetzlichen chloroformliéslichen porphyrinartigen Farbstoffes ist 
bislang nicht gelungen. Er verhilt sich in jeder Beziehung anders 
als das bisher bekannte chloroformlésliche Porphyrin aus Blut und 
Fleisch. 2. Die andere Hilfte wurde unter Eiskiihlung mit Kalilauge 
alkalisiert, der entstehende feinflockige, briiunliche Niederschlag ab- 
filtriert und abgepreBt. (Das Filtrat enthielt noch eine nicht unbetricht- 
liche Menge Farbstoff.) Ein Teil des Niederschlags wurde in wenig 
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Galssiure gelést und mit viel 25°/, Salzstiure verdiinnt, Spektrum: 
f 1, 598,8; ILI. 550,83. Ein Teil des Niederschlags wurde mit essigsiure- 
| haltigem Ather ausgezogen, die Lésung, viermal gewaschen, gab das 
Spektrum: I. 622,6; II. Maximum violettwirts) 567,8; III. 527,8; IV. an- 
genihert 495. Sie wurde verdampft, ein Teil des Riickstandes in n/10- 
Kalilauge gelést, gab das Spektrum: I uneinheitlicher Streifen mit 
schwicherem Maximum auf 624 und stiirkerem Maximum auf 617,7, 
Ort des Minimums 619,6; Il. (Maximum violettwirts) 568,7; ILL. 588,45 
IV. angen&hert 504, ein anderer Teil des Riickstandes in 25°/, Salz- 

sure gelést: I. etwa 592,5; Ill. 549,8, Ein Teil des Niederschlags 
wurde mit Methylalkohol- und Salzsiuregas verestert, in iiblicher Weise 
mit Soda in Chloroform gebracht. Die Chloroformlésung filtriert, ver- 
dampft, der Riickstand in wenig Chloroform aufgenommen, gab das 
Spektrum: I. 621,2; II. (Maximum violettwirts) 566,4; III. 533,3; IV. an- 
genihert 501; nach dem Durchschiitteln mit gleich viel 25°/, Salzsiure: 
in der Chloroformschicht I. 599,1; III. 555,7 (Ort des Minimums, zwischen 
den beiden feinen Maxima dieses Streifens). 

Aus dem geimpften und lange gefaulten Fleisch sind also durch 
rauchende Salzsiure in reichlicher Menge Porphyrine gebildet 
worden, deren eines in seinem spektroskopisch-chemischen Verhalten 
eine nahe Ubereinstimmung mit dem Koproporphyrin aufwies. Dabei 
lieB sich aus der gefaulten Masse, wenn die Aufspaltung mit Salxsiure 
unterlassen, statt dessen mit Eisessig-Ather extrahiert wurde, nur eine 
geringe Menge Porphyrin gewinnen, die zu einer niheren Charakteri- 
sierung nicht ausreichte. 

8. Ochsenherz sogleich entblutet, zerkleinert. Ein Teil 
des Organbreies wurde in Glaser gefiilit, die verschlossen bei 
37° gehalten wurden. 

a) Nach 1 Monat wurde ein Teil der oben stehenden Fliissigkeit 
abgegossen, von dem Rest des Glasinhalts eine Probe mit 4 Vol. rauchen- 
der Salzsiure gemischt, abgekiihlt und filtriert. Das Filtrat gab das 
Porphyrinspektrum I. etwa. 597; Ill. etwa 553, ferner einen schwachen 
Schatten im Rot. 

b) Das Glas wurde noch fiir weitere 8 Wochen in den Brutofen 
gestellt und dann der Inhalt verarbeitet. Ein gréBerer Teil wurde mit 
3 Vol. rauchender Salzsiure gemischt und bald danach filtriert. — Teile 
der roten Fliissigkeit wurden in folgender Weise untersucht: 

a) mit tiberschiissigem Natriumacetat und Ather behandelt; der 
Ather gewaschen, Spektrum: I. 622,8; IJ. Max. (violettwirts) 568; 
III. Max. (violettwiirts) 526; IV. angenihert 496. Lésung verdunstet, 
der Riickstand in 25°/, Salzsiure aufgenommen: I. 592,8; III. 549,6. 

6) mit Kalilauge alkalisiert: feinflockige Ausscheidung, abfiltriert, 
in 25°/, Salzsiure gelést. I. 593; III. 550,2, mit gleich viel 25 °/, Salz- 
siure verdiinnt: dasselbe. Das alkalische Filtrat enthélt noch Porphyrin. 
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y) Eine gréBere Menge mit Kalilauge alkalisiert, die Ausscheidung 
abfiltriert, abgepreBt = ,,N. 1. Das Filtrat wurde mit Essigsiure an- 
gesiuert, die feinflockige Triibung am nichsten Tage abfiltriert = ,,N. 2“. 
,N. 1% wurde in wenig Salzsiure gelist, die Lésung alkalisiert, der ent- 
standene Niederschlag abfiltriert, mit Methylalkohol und Salzsiure ver. 
estert und der Ester in bekannter Weise mit Soda in Chloroform ge- 
bracht. Die Chloroformlésung gab das Esterspektrum: I. schmaler, scharf 
begrenzter Streifen 621,5; II. sehr zart, angenihert 596; ILI. Max. (violett- 
wirts) 567; IV. nahezu symmetrisch, 532,7; V. angenihert 500. Nach 
dem Durchschiitteln mit gleich viel 25 °/, Salzsiure: In der Chloroform- 
schicht I. 599,5; III. 555,8 (Mitte), Minimum 555,38, in der Salzsiiure- 
schicht keine Spur Porphyrin; in etwas dickerer Schicht gepriift, ergab 
die Chloroformschicht fiir Streifen I. 599,5; Streifen II. schwach, an- 
genihert 577,8; III. 555,8 (Mitte), Minimum 555, Max. a) 559,2, b) 551,6; 
auch bei gréB8erer Schichtdicke war in der Salzsaiureschicht Por- 
phyrin nicht nachweisbar. (Unterschied gegeniiber dem in gleicher 
Weise dargestellten und behandelten Ester des Himatoporphyrins von 
Nencki). Ein Teil der urspriinglichen Chloroformlésung des Esters 
wurde verdampft, der Riickstand mit Kohlenstofftetrachlorid aufgenommen, 
worin er sich leicht léste, Spektrum der Lésung'): I. schmaler, scharf 
begrenzter Streifen 625,1; I. Max. (violettwirts) 570; III. ziemlich sym- 
metrisch, 532,1; IV. angenihert 498,5. — Der Rest des Esters wurde 
in bekannter Weise (vgl. oben) in die Eisenverbindung verwandelt und 
diese in Pyridin gelést: I. 546,7; II. schwach, mit schmalem Maximum 
auf 518. Nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat: dasselbe; I. 546,8; 
II. 518,38. — ,,N. 2 wurde in derselben Weise verestert. Spektrum im 
neutralen Chloroform: I. 621,8; II. Max. (violettwiirts) 566,9; III. an- 
genihert symmetrisch, Mitte 532,1, Max. 532,6; IV. angeniihert 500. Teil 
der Lésung mit gleich viel 25°/, Salzsiure geschiittelt, in der Chloro- 
formschicht: I. 599; LT. 555,9 (Mitte); Max. a) = 559,8; Max. b) = 550,5. 

6) Mit Chloroform geschiittelt, wobei kaum Farbstoff iiber- 
geht. Das Ausschiitteln mit Chloroform wird mehrfach wiederholt. 
Die Salzsiiure gibt sehr stark das Spektrum: I. 594; III. 550,8. Ein 
Teil dieser Lésung wurde mit iiberschiissigem Natriumacetat und Ather 
behandelt, der Atherauszug oft gewaschen, verdampft; der Riickstand 
ging beim Behandeln mit n/10-Kalilauge langsam, bei gelindem Er- 
wirmen sofort vollstindig in Lésung. Die wieder abgekihlte (klare) 
Lésung gab das Spektrum I. 623; IT. Max. (violettwirts) 567,7; III. fast 
symmetrisch 535,4; IV. angenihert 502, mit Salzsiure angesiuert: wieder 
das Porphyrin-Séurespektrum. 


3a. Ochsenherz, zerkleinert, etwa °/, kg in verschlossenen 





1) Vgl. Schumm, Spektroskopisch-chemische Reaktionen, Diese Zs. 
Bd. 186, S. 269 (1924). : | 
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Glasern 4 Wochen bei 50° gehalten. Kin Drittel mit me 
Ather behandelt, s. Vers. ,,III. 8.“ 

Zwei Drittel wurden mit 2 Vol. rauchender Salzsiure gemischt, 
die gleich danach filtrierte Fliissigkeit mit Chloroform erschépft, aus 
der Salzsiure des Restporphyrins in Ather gebracht, daraus in 6°/, ige 
Salzsiure, daraus wieder in Ather und daraus in 6°/,ige Salzsiiure. 
Diese wurde einige Male mit Chloroform ausgeschiittelt und das in der 
Salzsiure verbliebene Porphyrin wie iiblich gepriift (vgl. Vers. III. 8). 
Die Ausbeute war unverhiltnismaBig gréBer als bei Vers. ,,[II. 8“; in 
den Eigenschaften des Porphyrins ergab sich kein erheblicher Unter- 
schied: aitherische Lésung: J. 622,4; II. Max. (violettwiarts) 566,8; III. Max. 
525,0; IV. Streifen Griin/Blau. Lésung in 25°/, ige Salzsiure: I. 592,5; 
II. 549,0. Lésung in n/10-Kalilauge: klar, bréunlichrot: I. 621; IT. Max. 
(violettwarts) 567,0; ILI. sym. 537,4; angena&hert 502'/,. Eisenkomplex- 
verbindung in Pyridin und Hydrazinhydrat: I. 546,0; Il. angeniihert 
516. — Der aus dem rohen Reaktionsgemisch hergestellte Chloroform- 
auszug (s. oben) enthielt in reichlicherer Menge Porphyrin. Es verhilt 
sich aber ganz abweichend von Kimmerers Porphyrin und a-Porphy- 
roidin, denn die gewaschene Chloroformlésung gab das Spektrum: 
I. 621,0; I. 565,5; III. 584,5; IV. ungefiihr 501. 

Der nach dem Verdampfen der Chloroformlésung erhaltene Riick- 
stand wurde mit Salzsiure aufgenommen, aus der filtrierten Salzsiure 
das Porphyrin in iiblicher Weise in Ather gebracht, daraus in 5 °/, ige Salz- 
siure und diese Reinigung noch zweimal wiederholt. Die zuletzt er- 
haltene Atherlésung wurde nach griindlichem Waschen verdampft, das 
erhaltene Porphyrin zeigte folgende Eigenschaften. 1. Es war im trock- 
nem Zustande ziemlich gut léslich in Chloroform, Spektrum: I. 620,6; 
II. 565,3; III. 534,7; IV. 501. 2. Es war klar mit braunlich-roter Farbe 
léslich in n/10-Kalilauge, Spektrum: I. 620; II. 567; III. 538; IV. un- 
gefahr 504,0. 3. Spektrum in schwach essigsdurchaltigem Ather: 
I. 622,8; II. Max. (violettwirts) 567,38; III. Minimum auf etwa 527,5, 
Max. ,,b“ 524,7; IV. etwa 496,0. 4. In 25°%/,iger Salzsiiure: I. nicht 
ganz symmetrisch, Max. 594,0; III. sym. 550,8. 5. Mit Methylalkohol 


nach Kiister-Deihle verestert, Ester in Chloroform: I. 621,3; II. Max. 


(violettwirts) 566,3; III. Mitte 581,7, Max. 533,9; IV. etwa 501; nach 
dem Schiitteln mit gleichviel 25°/, iger Geluelinte: nur wenig Farbstoff 
geht tiber, Spektrum der Chloroformschicht: I. 599,3; III. Streifen mit 
deutlichem Minimum, Max. ,,a“ 559,5, ,,b“ 550,5, Minimam 555,8. 


4, Pferdefleisch, zerkleinert, mit der ,,Fleischkultur“  ge- 


- impft, in verschlossenen GlasgefaiBen 51/, Wochen bei 87° ge- 


halten. 


a) 30ccm der Masse wurden mit viel Risessig-Ather ausgezogen, 
aus dem Atherauszug konnte durch Behandeln mit 25°/, Salzsiiure nur 
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eine sehr geringe Menge Porphyrin gewonnen werden, das in un- 
gefihr 25 °/, HCl enthaltender Lésung den Streifen III. auf 551 zeigte, 
Streifen I, war nur angeniihert meBbar zu 594. 

b) Ein gréBerer Teil der Masse wurde in 8 Vol. rauchender Salz- 
siure gegossen, abgekiihlt und filtriert. Eine Probe des Filtrats, auf 
angenihert 25 °/, Salzsiure gebracht, gab das Porphyrinspektrum I. etwa 
594,8; III. 550,8. | 

«) 20ccm der Lésung wurden mit Chloroform geschiittelt, das 
Chloroform sofort abgetrennt und dasselbe mit mehreren Portionen 
Chloroform wiederholt. Nach dem Waschen wurde der Chloroform- 
auszug filtriert und eingeengt. Er gab ein starkes Porphyrinspektrum 
I. 622,7; II. Max. (violettwirts) 568,2; ITI. Max. (rotwirts) 534,2; IV. an- 
genihert 501, ferner einen sehr schwachen Schatten auf ungefihr 647. 
Wenn auch ein betrichlicher Teil dieses chloroformléslichen Porphyrins 
vorhanden war, so ging doch der weitaus gréBte Teil des vorhandenen 
Porphyrins nicht in das Chloroform. 

8) Die Hauptmenge der Liésung wurde mit Soda abgestumpft, 
wobei eine feinflockige Ausscheidung erhalten und abfiltriert wurde 
(,N. 1%). Das Filtrat gab beim Alkalisieren mit Soda eine weitere Aus- 
scheidung (,,N. 2“). 

»N. 1“ wurde auf dem Wasserbad getrocknet, mit Methylalkohol und 
Salzsiure verestert und der Ester mit Soda in Chloroform gebracht, 
Spektrum I. etwa 622; Il. etwas verwaschen, Mitte der dunkelsten 
Strecke 566,7; III. Max. (rotwirts) 534,3; IV. angenihert 501. Ein Teil 
der Lisung gab nach dem Durchschiitteln mit gleich viel 25°/, Salz- 
siure das Spektrum I. 600,3; I{I. Mitte etwa 556,8, Max. etwas rot- 
wirts von der Mitte. Die Beschaffenheit des Streifens III. deutete darauf 
hin, da8 wahrscheinlich kein ganz einheitliches Produkt vorgelegen hat. 
Die Probe wurde noch zweimal an Teilen der Chloroformlésung mit dem 
gleichen Ergebnis wiederholt. In der Salzsiureschicht war in keinem 
Falle Porphyrin nachweisbar. Der Rest der Chloroformlésung des Esters 
wurde verdampft, der Riickstand in Eisessig gelést und in iiblicher 
Weise in die Eisenverbindung verwandelt. Sie gab, trocken in Pyridin 
gelést, das Spektrum I. 546,8; II. scharf, mit schwachem Maximum auf 
etwa 518, nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat dasselbe I. 547; 
II. 518. Die Verarbeitung von ,,N. 2“ fiihrte im wesentlichen zu dem 
gleichen Ergebnis wie bei ,,N. 1“. — 


Zusammenfassung. | 
1, Aus kiuflichem Rindfleisch und Ochsenherzen konnte 
durch Extraktion mit Eisessig-Ather, Waschen des Auszugs 
und Ausschiitteln mit Salzsiure wiederholt in sehr kleiner 
Menge ein chloroformlisliches Porphyrin erhalten werden, das 


fo! 
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in seinen Eigenschaften, soweit feststellbar, mit dem chloro- 
formléslichen w-Porphyroidin, demnach auch mit dem Porphyrin 
von Papendieck und dem von Kimmerer itbereinstimmte. 
Koproporphyrin oder ein ihm dhnliches Porphyrin lieB sich 
nicht auffinden. (Bestitigung meiner friiherren Versuchs- 
ergebnisse.) : | 

2. Nach demselben Verfahren wurde aus Fleisch und 
Ochsenherzen, die eine (spontane) wochenlange Faulnis bei 15° 
durchgemacht hatten, in deutlich vermehrter Menge ein Por- 
_ phyrin von gleichen Kigenschaften erhalten. Kin zweites Por- 
phyrin wurde nur in einem Falle beobachtet, bei Rindfleisch, 
das spontan in Faulnis geraten 1 Jahr lang gestanden hatte: 
dieses Porphyrin hatte in seinem spektroskopisch-chemischen 
Verhalten Ahnlichkeit mit Koproporphyrin, aber ebenso mit 
einigen anderen Porphyrinen, so da8 bei der geringen Menge 
eine Entscheidung iiber seine Identitét nicht méglich war. 
_ 8. Nach spontaner Faulnis bei $7° (oder 50°) wurden mit . 
dem gleichen Verfahren aus Fleisch und Ochsenherzen je nach 
der Dauer der Faulnis wechselnde, teils recht betraichtliche 
Mengen von Porphyrin erhalten. In einigen Versuchen konnte 
nur das obige (chloroformlésliche) Porphyrin aufgefunden werden, 
in anderen noch ein zweites, das, soweit feststellbar, sowohl 
dem Koproporphyrin als auch Mesoporphyrin und Himo- 
porphyrin ahnlich war, aber nicht identifiziert werden konnte. 

4, Zersetzung von zuvor gefaultem Fleische oder Ochsen- 
herzen mit rauchender Salzsiure ergab ein Gemenge ver- 
schiedener Porphyrine. AufSer dem gewdhnlichen chloroform- 
léslichen konnte noch ein zweites Porphyrin beobachtet werden, 
das wiederum grofe Ahnlichkeit mit Koproporphyrin aber 
auch mit Mesoporphyrin und Hiamoporphyrin aufwies. Bei 
einigen Versuchen wurde ein Porphyrin erhalten, da8 sich im 
Gegensatz zu Nenckis Haimatoporphyrins ziemlich gut in 
Chloroform, léste, vom gewdéhnlichen chloroformléslichen Por- 
phyrin spektralanalytisch aber stark verschieden und dem 
Mesoporphyrin abnlicher war. Fir Mesoporphyrin stimmte 
aber nicht das Spektrum seiner alkalischen Lésung, wihrend 
die Chloroformlislichkeit gegen Koproporphyrin sprach. 
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5. Die mitgeteilten Befunde sprechen nicht gegen die 
Moglichkeit, daB ein Teil des physiologisch auftretenden Kopro- 
porphyrins aus Muskelfleisch entsteht, kénnten aber auch 


nicht als Beweis dafiir herangezogen werden, da8 im Muskel | 


ein Farbstoff vorhanden sei, der als prosthetische Gruppe das 
Koprohimatin, die hypothetische natiirliche Muttersubstanz 
des Koproporphyrins, enthalte. 

6. Die einwandfreie Identifizierung kleiner Mengen bei 
den Féulnisversuchen vermeintlich erhaltenen Koproporphyrins 
wird u. a. dadurch noch weiter erschwert, daB aus Blutfarb- 
stoff auf bakteriochemischen Wege von mir neuerdings ein 
Porphyrin dargestellt worden ist, das ihm in allen bislang 
gepriiften Reaktionen héchst ahnlich ist und sich vorlaufig 
selbst bei recht reinen Lésungen nur durch den geringen Orts- 
unterschied der Spektra (etwa 11/, wu violettwirts bei den 
Lésungen in Ather und Salzsiure, ahnlich auch bei dem zu- 
gehérigen ,,Pyridinhimochromogen“) hat unterscheiden lassen. 
Die Méglichkeit, daB dasselbe Porphyrin auch bei den Fleisch- 
bzw. Organfaulnisversuchen auftritt, ist nicht von der Hand 
zu weisen, — | 





Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich ergebenst fiir die mir zur Durchfiihrung 
der Untersuchungen gewahrte Unterstiitzung. — 














(Al 


§ 
I 
@ 
I 
¢ 
f 








Ober Umwandlungsprodukte der Farbstoffe aus Fleisch 
und Blut. 
5. Mitteilung. 


Sher die bei der Faulnis von Fleisch und Blut entstehenden Hamo- 
chromogene und Hamatine, sowie die zugehérigen Porphyrine. 


Yon 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, April 1926.) 
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Kinleitung, Methodik. 
Die letzten Beobachtungen iiber die Entstehung ver- 


‘schiedener Porphyrine bei der Siurespaltung von gefaultem 


Fleisch und Organen') veranlaBten mich, die mit der Faulnis 


einhergehende chemische Umwandlung der urspriinglich vor- 


handenen ,,F'arbstoffe* auch an den dabei entstehenden Hiamo- 
chromogenen bzw. Hamatinen genauer zu verfolgen.”) Ab- 


gesehen von dem aus ,,sauerstofigezehrten“ Blute gebildeten 





4 0.Schumm, Die Farbstoffumwandlung in faulendem Fleische. 
(Kurze Mitteilung.) Diese Zs. Bd. 141, S. 158 (1924). Dort Angaben fiber 
die zugehérige Literatur, vgl. auch 0, Schumm, Uber Porphyrinbildung 
aus Blatfarbstoff. II. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 189, S. 219 (1924). 

*) Vgl. d. vorl. Mitteilung Uber ,,natiirliche“ hiimatinahnliche Farb- 
stoffe und ihnen nahestehende Porphyrine, Diese Zs. Bd. 144, S. 272 


(1925). 
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echten Himochromogen Hoppe-Seylers scheint iiber derartige 


Farbstoffe wenig bekannt zu sein.?) 

Zur Auffindung und Unterscheidung von echtem Hamatin 
und einigen verwandten eisenhaltigen Farbstoffen kommen bei 
kleinen, nur roh isolierbaren Mengen vorwiegend spektrosko- 
pisch-chemische Reaktionen in Betracht: a) Priifung in essig- 
siurehaltigem Ather und Chloroform, in Pyridin mit Hydrazin- 
hydrat, in Kalilauge oder Ammoniakflissigkeit mit Schwefel- 
ammonium oder Hydrazinhydrat?), b) die chemisch-spektro- 
skopische Priifung der bei ihrer nents entstehenden 
Porphyrine. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde vorwiegend die 
auch bei sehr kleinen Mengen gut anwendbare Priifung in 
Pyridin und Hydrazinhydrat benutzt, ferner die ,,Enteisenung“ 
und Priifung des dabei erhaltenen Porphyrins. Diese Umwand- 
lung laBt sich bei w-Hamatin sowoh! mit Hydrazinhydrat in 
salzsiurehaltigem Alkohol*) als auch mit Hydrazinhydrat in 
Hisessig*) bewirken. Bei dem ersten Verfahren mu8 man natiir- 
lich mit der Veresterung des entstandenen Porphyrins rechnen. 
In der vorliegenden Untersuchung habe ich das Hydrazinhydrat— 
Hisessigverfahren angewandt, einige Male zu vefgleichenden 
Versuchen auch das dltere Verfahren mit Hydrazinhydrat in 


salzsiurehaltigem Athyl- oder Methylalkohol. — Aus den Eisen- . 


verbindungen des Haimatoporphyrins von Nencki und von Meso- 
porphyrin entstehen bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat in 
Hisessig sehr schnell die zugehérigen porphyrinartigen Farbstoffe. 





1) Vgl. zB. die Angaben von H. Fischer u. K. Schneller, 
Diese Zs. Bd. 130, §. 817 (1923), ferner H. Kimmerer, der (1920) be- 
zuglich des Himochromogens angibt: ,,Es entsteht jedenfalls durch Bak- 
terien ziemlich selten, einigemal habe ich entsprechende Kirschrotfarbung 
bei einigen saprophytischen Arten bemerkt“ [Arch. f. exp. Pathol. u. Phar- 
makologie, Bd. 88, H.5 u. 6, 8. 265, (1920)], vgl. auch H. Kammerer, 
D. Archiv. f. Klin. Medizin, Bd. 145, S. 257 (1924). 

2) Vgl. R. v. Zeynek, Uber che mnomcge, Diese Zs. Bd, 25, 
S. 492 (1898). 

*) 0. Schumm, Diese Zs. Bd. 182, 8. 84 (1924). 

‘) A. Papendieck u. K. Bonath, Uber Porphyrine aus Blutfarb- 
stoff, Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 
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Bei wiederholten Versuchen, in denen ich die Eisenverbin- 
dung von (nach Zalesky dargestelltem) Mesoporphyrin mit 
den angegebenen Reagenzien behandelte, trat bei 15—-20° schon 
innerhalb weniger Minuten der die Porphyrinbildung begleitende 
Farbumschlag nach Violett ein. Lést man z. B. 0,1g der 
obigen Kisenverbindung in 100—200 ccm LEisessig, fiigt eine 
abgektihlte Mischung aus 2 ccm Hydrazinhydrat und 20 ccm 
Kisessig hinzu und l48t das Gemisch nur einige Stunden bei 
Zimmertemperatur oder 80° stehen, so erhalt man bei der 
iiblichen') Verarbeitung schon eine reichliche Menge Porphyrin- 
farbstoff, der sich bei allen Spektralreaktionen wie Mesoporphyrin 
verhilt. Die dabei entstehenden Nebenprodukte sind noch nicht 
niher untersucht; fiir das Vorhandensein eines anderen Por- 
phyrins hat sich vorliufig kein Anhaltspunkt ergeben; dagegen 
fiel mir ein griiner Farbstoff auf, der sich aus der Waschfliissig- 
keit mit Chloroform ausschiitteln léBt, Vielleicht handelt es 
sich um denselben Farbstoff, der von Papendieck und Bo- 
nath als Nebenprodukt bei der Einwirkung von Hydrazin- 
hydrat auf Hisessiglésungen von @- und #-Hamatin beobachtet 
worden ist.?) 

Auch aus der Eisenverbindung des Koproporphyrin- 
methylesters habe ich bei kurzdauernder Behandlung mit 
Hydrazinhydrat in Eisessig bei Zimmertemperatur eine ,,Por- 
phyrinlésung“ gewonnen, die sich spektralanalytisch wie Kopro- 
porphyrin bzw. sein Methylester verhielt. Die Kisenverbindung 
des Koproporphyrins scheint sich bei obiger Reaktion ebenso 
zu verhalten wie die des Esters; da mir keine gréBeren Mengen 
von Koproporphyrin zur Verfiigung stehen, habe ich zunachst 
noch keine genauere Untersuchung der bei der Spaltung der 
Hisenverbindung entstehenden Produkte ausfithren kénnen. 


Quckiedién 





1) Verdiinnen mit Ather, Entmischen mit Wasser, Waschen der 
Atherlésung mit Wasser, Ausschiitteln der Atherlésung mit verdiinnter, 
z. B. 5°/,iger Salzsiure, Waschen der Salzsiureausziige mit Ather, Uber- 
fiihren des Farbstoffes aus der Salzsiure in Ather (mit Natriumacetat), 
nach dem Waschen des Athers erneut in Salzsaure, aus der verdiinnten Salz- 
siure gegebenenfalls Abscheidung durch Abstumpfen mit Natriumacetat. 

9) Unverdffentlicht. : 
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Zur Gewinnung der Hiamatine dienten mir folgende 
Extraktionsmittel: Eisessig bzw. Eisessig—Ather, Pyridin, siedende 
15°/,ige Kalilauge, in einigen Fallen auch Chloroform bzw. 


Eisessig—Chloroform. Das Fleisch wurde vor der Extraktion § 


mit Glaspulver fein zermahlen. Die Hisessig—Atherausziige 
wurden vor der weiteren Verarbeitung in den meisten Fallen 
durch wiederholtes Waschen mit Wasser von der Hauptmenge 
Essigsiure befreit, verdampft und das zuriickbleibende ,,Roh- 
himatin“ in Pyridin oder mit anderen Reagenzien gepriift; in 
einigen Fallen wurde das Rohhimatin aus den Essigsiure— 
Atherextrakten durch Alkalisieren mit Ammoniak abgeschieden. 
Wo eine Trennung von Porphyrin beabsichtigt war, wurde 
dieses aus den griindlich gewaschenen Atherextrakten durch 
wiederholtes Ausschiitteln mit Salzsiure entfernt. 

Das bekannte, aus frischem Blute dargestellte Himatin 
(Hoppe-Seyler, Zeynek) gibt in Pyridin gelést und mit 
wenig Hydrazinhydrat durchmischt ein auffalliges A bsorptions- 
bild, das sog. Pyridin—Himochromogenspektrum. Eine Anzahl 
aus Porphyrinen nach dem Verfahren von Zaleski?) darstell- 
barer Metallverbindungen gibt bei dieser Probe Spektren, die 
obigem mehr oder weniger ahnlich sind.) Die Ahnlichkeit kann 
so weit gehen, daB selbst die genaueste spektrometrische Unter- 
suchung eine zuverlissige Unterscheidung gegeniiber echtem 
Hamochromogen wenigstens im sichtbaren Spektrum nicht zu- 
laBt. Das gilt z. B. fir die Eisenverbindung*) des vom Verf. 





1) J. Zaleski, Uber die Verbindungen des Mesoporphyrins mit 
Eisen und Mangan, Diese Zs. Bd. 43, S. 11 (1904). 

*) Z. B. die Kupferverbindung des Koproporphyrins [in Pyridin mit 
roter Farbe léslich, I. 563'/,(—564), IJ. ungefahr 526(—527)]. Wie 
H. Fischer u. H. Fink gefunden haben [diese Zs. Bd. 144, S. 101 (1925)] 
und ich bestitigen kann, entsteht diese Verbindung aus Koproporphyrin 
und Spuren Kupfer oft sehr leicht. Man mu deshalb, wenn man aus 
einem Material fraglicher Herkunft oder Zusammensetzung zum Nach- 
weis von Blutspuren Pyridinausziige herstellt, mit der Méglichkeit rechnen, 
da8B jene Kupferverbindung darin vorkommen kann. 

8) Nicht nur die Pyridinlésung sondern auch die Lésung in 
n/10-KOH gibt mit Hydrazinhydrat das zugehitrige Spektrum des 
Himochromogens, — 





ak: 


| 
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kiirzlich bei der Salzsiurespaltung von Hamoglobin gefundenen 
a-Porphyroidins (bzw. a-Porphyrins). In diesem Falle erscheint 
der Schlu8 gerechtfertigt, daB es sich um identische oder doch 
einander auBerst nahestehende Verbindungen handelt.*) 


Diese Ansicht wird durch verschiedene neuerdings bekannt ge- 
wordene Tatsachen gestiitzt. So kann es nunmehr als wahrscheinlich 
gelten, da8 das oben genannte Porphyrin das bis dahin aus Hamoglobin 
auf chemischem Wege nicht dargestellte primiire eisenfreie Spaltprodukt 
des Himochromogens ist. 


Bei anderen ist die Abweichung so betrichtlich, daB sie 
bei genauer spektrometrischer Untersuchung ohne weiteres vom 
echten Himochromogen unterschieden werden kénnen. 

Das Verhalten der zunichst in Betracht kommenden Kérper 
bei der genannten Pyridinprobe erscheint als soweit geklirt, daB 
diese Himochromogenreaktion nunmehr auch in ihrer Bedeutung 
fir cen Blutnachweis schairfer umschrieben werden kann: Als 
sicherer Beweis fiir die Anwesenheit von «-Hamatin (mittel- 
bar auch von Blutfarbstoff) kann eine positive Hiamochromogen- 


Lésungen in Pyridin nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat.*) 
































1 ee a ee 
Eisenverbindung von 
Streifen | Hamatin ‘. 6% . 4 na 2 C 
v.Zeyneks’)} 2% SE $F & 1 "B 6"s 
eee | BS | BE | aes | 82 | Be 
= «-Himatin| o& S =e SS ops 
a M4 = ee a2] og 5 bd © 
3 ~ 4 Ro oy me 
——= =— —— * 
I 5571/4 557 557 | 548%/, | 547,1 | 547,8 
II 527 527 527 519 518,0 | 518,3 

















1) Hinsichtlich der Frage, ob die kiinstlich hergestellten Eisen- 
verbindungen der Porphyrine mit den entsprechenden natirlichen 
Himatinen identisch sind, vgl. man die Abhandlung von W. Kister, 
Uber die Porphyrinbildung aus Himin, Diese Zs. Bd. 141, S. 282 (1924). 

*) Alle in dieser Untersuchung mitgeteilten spektrometrischen 
Werte sind von mir mit einem genau justierten Gitterspektrometer 
festgestellt worden. | 
% R.v. Zeynek, Diese Zs. Bd. 49, 8. 472 (1906); W. Kiister, 
Diese Zs. Bd. 66, S. 248 (1910). 

4) O. Schumm, a, a, O. Bd. 139, S. 219 (1924). S. 237, 241, 242; 
245, 253; s. a. FuBnote 1 auf §.7 der vorliegenden Abhandlung. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVILI. 15 
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reaktion nur dann gelten, wenn der Ort der Absorptionsstreifen | 


mit den fir das echte Hamochromogen verlangten Werten 
gentigend tibereinstimmt und das richtige Intensititsverhaltnis 
der beiden Streifen besteht, Das ist bei der Anwendung der 
Pyridin~Hamochromogenprobe sowohl bei forensischen als auch 
bei klinischen Untersuchungen zu beachten. 

Aus der vorstehenden Zusammenstellung ergibt sich der 
Abstand zwischen dem echten Pyridin—Haimochromogenspektrum 
und dem der kiinstlich dargestellten Eisenverbindungen vom 
Hamatoporphyrin Nencki, Mesoporphyrin und Koproporphyrin. 

Fir die Spektra der zugehérigen Porphyrine in schwach 
essigsiurehaltigem Ather gelten folgende Werte: 
































oe 3 ot 
Te MS asi. A 4 
g a6 specie see] 3B | ek 
‘3 | o-Porphyroidin') | & & | 2 bo 26 & a+ o} 34 Be 
5 al Seagsee abel sh | oe 
we mMeisouseegimse! ~s | ¥3 
Salaeea° = 
I 682 (bis 632 '/,)| 682 682 624,2 | 623,2-| 623,6 
II 575 (bis 575 1/,)| 575 575 568,9 | 568,0 | 568,4 
Ill 536 (bis 586 1/,)| 536 586 527,0 | 525,8 | 526,3 
IV jetwa 502 : 504 504 496,5 | 495 495 
I. 
Hauptergebnisse. 


Aus dem unter verschiedenen Bedingungen der Faulnis 
tiberlassenen Fleisch, Organen und Blut habe ich Farbstoff- 
lésungen gewinnen kénnen, die je nach den Versuchsbedingungen, 
unter denen das Material die Faulnis durchgemacht hatte, teils 
das angegebene Spektrum des echten Hamochromogens aus 
a-Himatin gaben, teils mit dem Spektrum 4 oder 5 (bzw. 6) 
mehr oder weniger nahe iibereinstimmten. In vielen Fallen 
wurden Mischspektren erhalten, die bewiesen, dab Gemische der 
Hisenverbindungen verschiedener Porphyrine vorlagen. 





1) A, a. O. Bd. 189, 8, 237, 246 (1924), 


*) A. Papendieck u, K. Bonath, Uber Porphyrine aus Blutfarb- 
stoff, Diese Zs. Bd. 144, 8. 60 (1925). : 
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. Meine Beobachtungen fiihren zu dem SchluB, daB bei der 
Faulnis von Fleisch bzw. Blut folgende Himatine (baw. deren 
yHamochromogene“) entstehen kénnen: 1. w-Hamatin, 2. ein 
Hamatin, das sich im wesentlichen wie die Hisenkomplex- 
verbindung des Himatoporphyrins von Nencki verhilt, 3. ein 
Hamatin, das spektroskopisch mit der Eisenverbindung von 
Mesoporphyrin bzw. Koproporphyrin iibereinstimmt, 4. ein 
bislang unbekannter himatinahnlicher Farbstoff, der bei der 
Enteisenung ein mit dem Hamoporphyrin oder Atioporphyrin 
spektroskopisch nahe iibereinstimmendes Spektrum liefert. 

Soweit sich die Verhaltnisse zur Zeit tibersehen lassen, 
entsteht aus dem Blutfarbstoff bei der Faulnis zunichst das 
Hamochromogen, dessen zugehériges Himatin sich im all- 
gemeinen wie das «-Himatin (Verdauungshimatin von Zeynecks) 
verhalt. Es lést sich wie dieses gut in verdiinnter Kalilauge, 
in Kisessig, auch in essigsdurehaltigem Ather und Chloroform, 


| ferner leicht in Pyridin. Die Pyridinlésung gibt nach Zusatz 


von wenig Hydrazinhydrat das bekannte Spektrum des aus 
e-Himatin gebildeten ,,Pyridinhimochromogens“, Streifen I 
symmetrisch, schmal, scharf abgegrenzt, Maximum etwa 5571/,, 
Streifen II viel schwicher, Maximum etwa 527. Bei der Ent- 
eisenung mit Hydrazinhydrat in Hisessig bei 15—25° liefert es 
ein Porphyrin, das sich bei den spektroskopisch-chemischen 
Reaktionen wie «-Porphyroidin (bzw. e-Himatoporphyrin) ver- 
halt, demnach héchst wahrscheinlich identisch ist mit dem pri- 
miren Blutporphyrin, das nach der kirzlich vom Verfasser'*) an- 





1) Diese Zs. Bd. 189, 8. 219 (1924). — Beziiglich der Darstellungs- 
methode des «-Porphyroidins bemerke ich, da8 es sich mir als vorteil- 
haft erwiesen hat, den Chloroformauszug des rohen Reaktionsproduktes 
nach dem Waschen mit einer reichlichen Menge (etwa 2 Vol.) */,%/)- 
iger Kalilauge auszuschiitteln, die abgetrennte alkalische Porphyroidin- 
lésung mit. etwas Chloroform zu waschen und nach dem Filtrieren (und 
nétigenfalls Verjagen des gelisten Chloroforms) mit Essigsiure auszuf allen. 
Das abfiltrierte Porphyroidin la8t sich durch Uberfiihren in atherische 
Lésung, daraus in verdiinnte Salzsiure usw. reinigen; seine Eisenverbin- 
dung gab in Pyridin mit wenig Hydrazinhydrat das Spektrum I. 557, O. 
Il. etwa 526 (bis 527). Uber den rein dargestellten Farbstoff wird 
demniichst berichtet werden. , 

: 15* 


# 
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gegebenen Salzsiure—Chloroformmethode aus sauerstofffreiem 
Blute und nach dem Verfahren von Papendieck-Bonath? 
aus a¢-Haimatin erhalten wird. 

Bei gentigend lange bei 37° durchgefiihrter Faulnis kann 
sowohl aus Blut als auch aus Fleisch und Organen als sekundires 
Umwandlungsprodukt ein himatinihnlicher Farbstoff erhalten 
werden, der die beiden bezeichnenden Reaktionen des «-Haimatins 
(a) Pyridin—Haimochromogenprobe mit Str. I. 557, b) Bildung 
von c-Porphyroidin bei dem angegebenen Enteisenungsverfahren) 
nicht mehr gibt. Daf in diesem Farbstoff durchweg ein 
einheitlicher Kérper vorgelegen hatte, ist kaum an- 
zunehmen. In seinem Verhalten. bei der Pyridin—Hydrazin- 
hydratprobe und bei der Enteisenung zeigte der bei verschiedenen 
Versuchen erhaltene Farbstoff bald gréBte Ahnlichkeit mit der 
Hisenverbindung des Himatoporphyrin-Neuncki, bald mit der von 
Mesoporphyrin oder Koproporphyrin. Bei den mit Hydrazin- 
hydrat versetzten Lisungen des Farbstoffs in Pyridin schwankten 
die Werte fiir den Streifen I von etwa 549—547, fir den 
Streifen II von etwa 520—518. 

Anmerkung: Wurde Rindfleisch oder Ochsenherz der 
spontanen Faulnis bei 15° iiberlassen, so zeigte das daraus 
dargestellte Himatin in der Hauptsache die Kigenschaften des 
«-Himatins, es ist aber héchstwahrscheinlich, daB daneben 
kleine Mengen eines der oben genannten anderen ,,Hima- 
tine“ vorhanden waren. 

Am auffailligsten unterscheidet sich von dem 
a-Haimatin ein sekundires Faulnisprodukt, das sich aus 
menschlichem Blute nach Impfung mit einer Blutkultur und 
langdauernder Faulnis bei 37° gewinnen lieB. Es ist an- 
scheinend derselbe Farbstoff, den ich kirzlich aus Faeces habe 
darstellen kénnen.*) Bei der Pyridin—Hydrazinhydratprobe 
betragt der Unterschied im Ort seines ersten Streifens gegen- 
tiber Himochromogen etwa 12 yuu. Demnach lassen sich 
diese beiden Farbstoffe spektralanalytisch in einer Lésung 





1) Diese Zs. Bd, 144, S. 60 (1925). 
*) A. a. O. Bd. 144, 8. 272 (1925); naheres in der folgenden Mit- 
teilung. 
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nebeneinander auffinden. Bei der Enteisenung liefert der un- 
bekannte Farbstoff ein noch nicht identifiziertes Porphyrin, 
dessen Liésung in schwach essigsiurehaltigem Ather als Ort 
der 4 Hauptstreifen folgende Werte gab: L etwa 621,0 (bis 
621,5); II. Maximum (violettwarts) 566; III. Maximum (violett- 
warts) 524; IV. angenahert 493. Die ganze Streifengruppe liegt 
demnach auffallend weit violettwarts. Fiir den StreifenI betragt — 
der Abstand gegeniiber «-Himatoporphyrin etwa 11 wu, gegen- 
iber Hiamatoporphyrin Nencki etwa 21/, bis 3 uy, gegeniiber Meso- 
und Koproporphyrin etwa 11/, wy. Fir die Lésung des geniigend 
gereinigten F'arbstoffs in 25 °/, Salzstiure fand ich als Ort der beiden 
Hauptstreifen neuerdings I. etwa 5917/,; III. etwa 5481/,. Dieses 
Porphyrin geht (ahnlich wie Koproporphyrin) aus seiner Lésung 
in 25°/,iger Salzsiure nicht oder nur in sehr geringer Menge in 
Chloroform. Aus einem Gemisch mit «-Hamatoporphyroidin (oder 
,»Mesoporphyrin“) laBt es sich wenigstens zu einem bedeuten- 
den Bruchteil dadurch abscheiden, daB man die Lisung der Por- 
phyrine in verdiinnter Salzsiure oft mit Chloroform ausschiittelt.:) 
Die bei der Faulnis von Fleisch und Organen eintretende Farb- 
stoffumwandlung la4Bt sich teilweise schon durch die spektro- 
skopische Priifung des abfiltrierten Saftes verfolgen. Die nach ge- 
niigend langer Faulnis stark alkalisch reagierende Fliissigkeit zeigt 
oft unmittelbar ein starkes, dem des Himochromogens ahnliches 
Spektrum. Die spektrometrische Priifung ergibt dagegen ahnliche 
Werte wie bei einer mit Hydrazinhydrat versetzten Lisung der 
Eisenverbindung von Nenckis Himatoporphyrin. 


UL. 
Versuche und Einzelergebnisse. 
Versuche an Fleisch und Organen. > 
A. Darstellung aus dem Essigsiiure-Atherextrakt. 
_ 1. Pferdefleisch, 5 Tage Kihlraum; Farbstofffallung (aus 
dem Ather durch Ammoniakalisieren) gibt Pyridinprobe wie 
a-Hamatin. 





1) Auch Mesoporphyrin geht aus verdiinnter Salzsiure reichlich in 
Chloroform, vgl. A. a earings u. K. Bonath, Diese Zs. a 
S. 60 (1925). 
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2. Pferdefieisch einer anderen Lieferung, 5 Tage Kihlraum, | 


21/, Wochen bei 37°. Farbstofffallung (aus dem Ather durch 
Alkalisieren mit Kalilauge) gibt Pyridinprobe I. sym. 548,3; 
II. schwaches Max. angenihert 519. 

3. Pferdefleisch von Vers. 1 teils ungeimpft, teils nach 
Impfung mit Fleischkultur 4 Wochen bei 37°. Atherextrakte 
bei ,,Geimpft* braun, bei ,,Ungeimpft« heller, braungelb) 
ammoniakalisiert, Farbstoff teilweise gefallt, bei ,,Geimpft« be- 
deutend mehr. Bei beiden Versuchen gibt die ammoniakalische 
Lésung mit Schwefelammonium I. 547,8; II. ang. 518 (dazu 
noch Kalilauge: unverandert), der Niederschlag bei der Pyridin- 
probe I. sym. 547,9; I. schwicher, ang. 519. 

4. Rindfleisch, 21/, Monate bei, 15°. Riickstand des Aus- 
zugs gibt Pyridinprobe: I. 556,4; IL ang. 527: 

5. Ochsenherz, entblutet. : 

a) Teil 6 Wochen bei 15° Riickstand des Auszugs gibt 
Pyridinprobe I. 556,6; IL. ang. 526,4. 

b) Teil 4 Wochen bei 37° Farbstofffallung (aus dem 
Ather durch Ammonikalisieren) gibt Pyridinprobe I. 550,0; 
II, schwicher, ang. 520. 

c) Teil 6 Wochen bei 37°. Saft abgegossen, breiférmige 
Unterschicht verarbeitet. «) Teii Atherauszug verdampft, Riick- 
stand gibt Pyridinprobe I. 549,6; II. 519,6. Hauptmenge des 
Atherauszugs verdampft (= ,R“), Teil des Atherauszugs mit 
Ammoniak stufenweise abgestumpft, Fallungen verworfen, nur 
die beim Ubersiittigen entstandene (farbstoffreichere) Fallung 
gesammelt (= ,,2 F“). 

,»z“* und ,AkF« getrennt mit einer reichlichen Menge 
Kisessig—Bromwasserstoff (nach Nencki) in Flaschen gebracht, 
stundenlang geschiittelt und 1 Tag stehen gelassen. Bei der 
in iiblicher Weise durchgefiihrten Verarbeitung wird aus beiden 
ein Rohporphyrin gewonnen, dessen Spektrum (in atherischer 
Lésung) mit dem von Nenckis Himatoporphyrin ziemlich nahe 
ibereinstimmt. Das aus ,,2“ gewonnene Produkt gab in Ather 
das Spektrum I. 624,6; IJ. Max. (violettwirts) 569; ILI. Mitte 
angenahert 531; Max. etwa 529; IV. angenihert 500; in sehr 
verdiinnter Kalilauge I. uneinheitlich, 2 undeutliche Maxima 
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auf angenaihert 622,3 und 618; II. etwa 568; IIL etwa 535; 
IV. angenihert, 502,5; daraus wieder mit Essigséure in Ather 
gebracht: IL. 624; Il. 569; III. Mitte angenihert 532; Max. 
etwa 529; IV. angenahert 500. In 25°/ iger Salzséure I. 596; 
Til. 552. — Aus dem aus ,,R#“ gewonnenen Rohporphyrin 
konnte eine Fraktion abgetrennt werden, die in essigsaure- 
haltigem Ather gelést folgendes Spektrum gab: I. 624,1; 
Il. Max. (violettwirts) 568,7; ITI. Max. a) (schwach) 532,6; 
b) (starker) 527,3; IV. uneinheitlicher Streifen, Mitte etwa 498. 
Diese Zahlen passen am besten zu denen von Nenckis Hamato- 
porphyrin. — In den rohen Reaktionsprodukten aus ,, 2“ und 
LF mit Kisessigbromwasserstoff war noch ein brauner Farb- 
stoff vorhanden, der mit essigsiurehaltigem Ather nicht oder 
nur wenig in Lésung gebracht werden konnte. Wenngleich 
diese Versuche keinen sicheren SchluB auf die Art des beob- 
achteten ,,Haimatins* gestatten, so spricht das Ergebnis doch 
mit Wabhrscheinlichkeit dafiir, daB es gréBtenteils aus dem 
Nenckis Hamatoporphyrin unmittelbar zugehérigen ,,Hamatin“, 
also nicht aus w-Himatin bestanden hat. | 


B. Nachweis im Chloroformauszug. 

1. Rindfleisch, 21/, Monate bei 37° Chloroformauszug 
gewaschen, verdampft, Riickstand gibt Pyridinprobe: I. sym 
549,5; Il. schwach, ang. 521. Nachfolgende Extraktion mit 
essigsiurehaltigem Chloroform liefert noch etwas Farbstoff von 
gleichem Verhalten. Kalbfleisch, 2 Monate bei 37°, ergibt im 
Kisessig—Chloroformauszug etwa dasselbe. 

2. Ochsenherz, 9 Wochen bei 37°. Wie bei ,,1“ behandelt. 
Pyridinprobe I. sym. 548,0; II. schwach, ang. 519. Diese 
Lésung diente zu dem unter ,,C“ Vorbemerkung (s. u.) be- 
schriebenen Versuch. 

3. Pferdefleisch, 5 Wochen bei 37°. Wie bei ,,1“ be- 
handelt. Pyridinprobe I. sym. 548. 


C. Nachweis im Pyridinauszug. 
Vorbemerkung. 
Die hier in Betracht kommenden Farbstoffe lassen sich 
nicht nur aus dem durch Faulnis erweichten, sondern auch 


‘ 
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aus frischem Fleisch und Organen (nétigenfalls nach griindlichem 
Zermahlen mit grobem Glaspulver oder Quarz) durch Pyridin 
gut extrahieren. Bei dem bedeutenden Unterschied im Ort 
der Absorptionsstreifen kann man einige der Farbstoffe spektro- 
metrisch nebeneinander nachweisen, vorausgesetzt, daf nicht 
der eine von beiden an Menge zu sehr iiberwiegt. — Als 
Beispiel diene folgender Versuch: 

Frisch dargestelltes trockenes @-Himatin {Verdauungs- 
hamatin) wird in Pyridin gelést, mit wenig Hydrazinhydrat 
versetzt und soweit mit Pyridin verdiinnt, da8 der Streifen I 
des Spektrums dieselbe Starke. aufweist wie bei der oben 
unter ,,.B2“ beschriebenen Lésung. Der Ort der Streifen war 
bei der Lésung des a-Hamochromogens I. 557,2; I. etwa 527,5, 
des unbekannten ,Hamochromogens“ aus dem: Ochsenherzen 
I, 548; Il. etwa 519. 

Ungefahr gleiche Mengen beider Lésungen wurden gemischt 
und sofort gepriift. Streifen I war deutlich als uneinheitlich 
erkennbar. Er hatte zwei feine Maxima auf etwa 556,4 und 
549, dazwischen das Minimum (Aufhellung) auf 552,2.!)  Wahlt 
man das Mengenverhiltnis so, daB der eine Farbstoff in groBem 
Uberschu8 vorhanden ist, dann liegt der Streifen I ziemlich 
genau an dem diesem Farbstoff zugehérigen Ort. Daneben 
sieht man dann einen durch die kleinere Menge des anderen 
Farbstoffs bedingten schwachen Vorschatten oder Nachschatten, 
der bei abnehmender Schichtdicke der beobachteten Lisung 
bzw. zunehmender Verdiinnung zuerst verschwindet. 

Bei der bekanntlich groBen Schirfe des Streifens I der 
,»Hamochromogene ist die Feststellung obiger Feinheiten sehr 
wohl mdglich, Die bei der Faulnis in obiger Richtung 
verlaufende Umwandlung des im Fleische vorhandenen 
Farbstoffs 148t sich demnach mit diesem Verfahren 
wenigstens im groben verfolgen. 

1. Kaiufliches Rindfleisch wurde zerkleinert und sowohl 
frisch als auch nach 10'/, Wochen langem Aufbewahren in 





1) Dieselbe Erscheinung entsteht auch, wenn man die beiden 
Lésungen getrennt in 2 Absorptionsglisern hiatereinander vor den Spalt 
des Gitterspektrometers aufstellt. 
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Glasern (teils bei 15°, teils bei 37°) mit Pyridin erschépft, das 
Filtrat mit wenig Hydrazinhydrat versetzt und sogleich gepriift. 
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; . t 10'/, Wochen 
Streifen a) frisch b) 10's — ¢) ma age: 

I etwa 557,5 555,8 549 

II etwa 527 etwa 526,0 nicht bestimmt 











Anmerkung: Streifen I ist bei ,,b“ etwa doppelt so stark wie 
bei ,,c. Stellt man Lésung ,,b“ in */,em und ,,c“ in 1¢em Schicht- 
dicke vor den Spalt des Vergleichsspektroskops, so sind beide Spektren 
etwa gleich stark. Stellt man sie nun hintereinander, so er- 
scheint Streifen I entsprechend breiter, seine Mitte liegt 
jetzt auf etwa 553,3, also in befriedigender Ubereinstimmung 
mit dem tatsichlich gewahlten Mischungsverhialtnis. 


2. Ochsenherz, entblutet, zerkleinert. Untersuchung 
wie bei ,,1“. 














Streifen a) 9 Wochen bei 15° b) 9 Wochen bei 37° 
I 556,5 46,8 (!) 
Il etwa 526,6 nicht bestimmt 








Bei gleicher Schichtdicke der Lésungen zeigt a“ den 
Streifen I ungefahr doppelt so stark wie ,,b“, bei 1/, cm etwa 
ebenso stark wie ,b“ bei 1 cm. Stellt man die Lésungen in 
diesem Schichtdickenverhiltnis hintereinander, so sind in dem 
jetzt entsprechend breiteren Streifen I 2 Maxima erkennbar, 
a) auf etwa 556,4, b) auf etwa 546,9. GieBt man die Liésungen 
»a* und ,,b* im Verhiltnis 1 +2 zusammen, so kommt man 
zu etwa demselben Ergebnis. 

8. Kalbfleisch, einige Tage kihl aufbewahrt. 


























; , 1 Tag verschlossen | 5 Tage verschlossen 
Streifen frisch bei 37° wa 37° 
I 557,0 556,4 555,9 
II etwa 527,0 nicht bestimmt nicht bestimmt 
4, Kaninchen, vollig entblutete Muskeln’), zerkleinert. 
| Frisch gepriift. 
Streifen I 557,2 Streifen II  etwa 526,5 





‘) Ich verdanke die Muskeln Herrn Prof. Kestner, der die Freund- 
lichkeit hatte, die Entblutung selbst auszufiihren. | 
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5. Taube, durch Verblutenlassen getétet, Brustmuskel, 
zerkleinert. 




















Streifen frisch 19 Tage bei 37° 4 Wochen bei 37° 
I 557,5 550,8 549,8 
II etwa 527,0 etwa 522 etwa 521 








6. Taube durch Verblutenlassen getétet. ,, Brustmuskel“ 
nach 1'/, Stunde untersucht. Teil mit Pyridin erschépft, Aus- 
zug nach Zusatz von Hydrazinhydrat: I. 557,3; Il. etwa 527.) 

Teile des Muskelbreis wurden ungeimpft, bei 15 bzw. 37°, 
ein anderer Teil mit der Fleischkultur geimpft bei 37°, ein 
dritter mit gleichviel des Taubenblutes gemischt (alle in ver- 
schlossenen Glasern) bei 37° gehalten, danach wie oben gepriift. 








0 sageingh| ) angina | mis der) mil 


° 0 
bei 15° bei 37 geimpft bei 37° |mischt bei 37° 








nach _ |L, breit, sym- I. weniger breit| I. 557,5 
7 Tagen | metrisch als bei a), nicht | [], etwa 527 
557,0 ganz symme- 
II. schwach, trisch, Mitte 
etwa 527 552%/,, Max. 
deutlich _vio- 
lettwirts auf 
5511/4 

II. schwach, Max. 

etwa 522. 





nach |I. symmetr.,}/I. unsymmetr.,|I. unsymmetr.,/I. nahezu 
11 Tagen| etwa 557 Max. etwa550,} Mitte | etwaj| symmetrisch 
Il. etwa 527) ™.deutlichem| 551,7, Max.| 557%) 


Vorschatten 549.8 II. etwa 527 
(rotwarts)*) | TI. schwach, etwa 
521) 





nach j|nicht ge-|I. fast symme-|I. symmetrisch | nicht gepriift 
4 Wochen| priift trisch, Max.} 549,3 
etwa 549%/, | 7. schwach, etwa | 


IL. schwach, et-| 520%) 
wa 5201/,%) 

















1) Einige Tropfen des Taubenblutes mit mehreren cem Pyridin 
ausgezogen, Auszug mit Hydrazinhydrat versetzt: I. 557,2; Il. etwa 527. 
*) Hier ist das a-Himatin offenbar ziemlich vollstiindig um- 
gewandelt. 
*) Hier kann also héchstens ein geringer Bruchteil des «-Himatins 
umgewandelt sein. 





be 
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D. Nachweis in dem durch Aufkochen mit der 10 fachen Menge 
15 °/,iger Kalilauge hergestellten Auszug, der abgektihlt, filtriert 
und mit Schwefelammonium versetzt wurde. 

1. Pferdefleisch, a) frisch: my Haimochromogenspek- 
trum: I. 557,5; IL etwa 527,5. b) 51/, Wochen bei 37°: 
Str. I. 548,1; TL. nicht sicher meBbar, da schnell Nachdunklung 
eintrat.’) 


2. Entblutetes Ochsenherz, a) 9 Wochen bei 15°: Echtes 
Himochromogenspektrum, I. 557; Il. etwa 527. b) 5 Wochen 
bei 37°; Teil des Saftes abgegossen, vom Restinhalt 
des GefaiBes Durchschnittsprobe verarbeitet: I. 5501/,; 

etwa 521. 


3. Rindfleisch, 10 Wochen bei 15°. Echtes Hamochro- 
mogenspektrum, I. 557,1; IL. etwa 527. 


4. Taube, enthlutet, Brustmuskel 21/, Wochen bei 37°, 
I. 550,8. 


5. Pferdefleisch, mit der Fleischkultur geimpft, 5 Tage 
bei 37°, I. 555,6, also schon deutliche Umwandlung. 


E. Nachweis in dem bei spontaner Zersetzung von Fleisch aus- 
tretenden Saft. 

1. Pferdefleisch, 2'/, Wochen bei 37° Teil des Saftes 
abfiltriert, Filtrat gelb, stark alkalisch, gibt héchst scharf aus- 
gepragtes Absorptionsbild: I. schmaler, sehr scharf abgegrenzter 
symmetrischer Streifen 549,8; II. viel schwicheren Streifen 
mit schmalem Maximum auf 520,38. Der Ort der Streifen 
andert sich bei Zusatz von Schwefelammonium oder Kalilauge 
und Schwefelammonium nicht, die Streifen werden nun ent- 
sprechend der Verdiinnung etwas schwicher; also kein An- 
zeichen fiir Zuwachs durch einen anderen haémochromogen- 
ihnlichen Farbstoff; bei Zusatz von Salzsiure in maBigem 
Uberschu8: Spektrum verschwindet; jetzt alkalisiert und mit 
Hydrazinhydrat versetzt: Spektrum erscheint von neuem, I. 549,8; 





3 1) Pyridinprobe, am Pyridinextrakt angestellt, gab I. 547,0 und 
I. 518, 








236 C. Schumm, 


II. 521. Langeres Durchleiten von Luft bewirkt keine deut- [| 


liche Abschwaichung, Zusatz von Wasserstoffperoxyd dagegen 
Verschwinden der Streifen, die danach durch Hydrazinhydrat, 
wenn auch schwicher, wieder hervorgerufen werden kénnen. 


2. Kiaufliches Rindfleisch, 1 Monat bei 37° Saft ab- 
filtriert, gibt das Spektrum etwa wie bei ,,1“ (Str. I. 549). 


3. Pferdefleisch, 5 Tage bei 37°. Saft (nur wenig ab- 
geschieden, rot) mit Wasser verdiinnt: Spektrum dhnlich wie 
Oxyhaimoglobin, I. 5801/,; I]. 544, nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium: breiter, verwaschener Streifen mit schwachem 
Maximum auf 597 und starkem Maximum auf 551,5. 


4. K&ufliches Kalbfleisch, 20 Stunden bei 37° Saft 
filtriert, verdiinnt, Spektrum hat etwas Abnlichkeit mit dem 
des Oxyhimoglobins, I. 580,0; II. breit, mit deutlichem Maxi- 
mum auf 548 und sehr schwachem auf 539. Mit Schwefel- 
ammonium: im breiten Schatten scharf abgegrenzter Streifen 
auf 549,3. Neben dem hamatinahnlichen Kérper war noch 
reichlich hamoglobinartiger Farbstoff vorhanden, in der Tat 
bewirkte nachtraglicher Zusatz von Pyridin das Auftreten eines 
starken Himochromogenstreifens auf 556?/,. 


5. Pferdefleisch, mit der Fleischkultur geimpft, 31/, Wochen 
bei 37°. Probe mit Wasser ausgezogen, Filtrat gibt scharf 
ausgeprigt das unter ,1“ beschriebene Spektrum, I. 549,0; 
II. 519,8. Zusatz von Kalilauge und Schwefelammonium: be- 
trichtlich stairker, Ort der Streifen derselbe. Hier ist Himo- 
globin oder echtes Himochromogen nicht mehr nach- 
weisbar. Bestitigung durch Extraktion der Fleischmasse mit 
Pyridin. 

6. Ochsenherz, entblutet, a) 4 Wochen bei 37°. Saft ab- 
filtriert, rétlich-gelb, Spektrum wie bei ,,1“, I. 549,8; I. 521,2. 
b) 54/, Wochen bei 37° dasselbe Ergebnis, mit Schwefel- 
ammonium: dasselbe. 


7. Ochsenherz, 4 Wochen bei 50°, Saft abfiltriert, Spek- 
trum wie bei ,1“, I. 549,5, IT. 520,0. 

8. Pferdefleisch, teils ungeimpft, teils mit der Fleisch- 
kultur geimpft, je bei 37° 





— 
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Untersuchung nach 5 Tagen. 








a) Ungeimpft 


+p) Geimpft 








Wenig Saft, Filtrat rotstichig 
gelb. Spektrum: I. schwacher 
Streifen ang. 618; II. breiter 
Streifen mit Max. auf 575; III. 
breiter Str. mit schmalem Max. 
auf 549,8; IV. schwacher Str. 
521, Prifung mit Schwefel- 
ammonium und Kalilauge u. a. 
ergibt, daB auBer dem himo- 
chromogenihnlichen Kérper (I. 
549) Schwefelhimoglobin vor- 
handen war. Nach Einwirkung 
der Kalilauge lie8 sich ein Ge- 
misch homochromogenartiger 
Stoffe nachweisen. 


Untersuchung 


Es ist nur eine maBige Menge 
Saft entstanden. Der Fleisch- 
brei zwischen Glasplatten ge- 
priift; Spektrum I. 550,6; IL. 
schwach 521. 

Saft I. 549,6; I. sechwach 520. 


9. Pferdefleisch mit der 
bei 37°. Im Wasserauszug 
globinartiger Farbstoff, teils 








Mehr Saft als bei,,a‘“. Filtrat braun- 
gelb. Spektrum: I. Im Rot zwei 
schwache Schatten, der zweite 
meBSbar zu 618; II. schwacher 
Str. 596; ILI. stark, schmal 550; 
IV. schwicher 521. Priifung mit 
Schwefelammonium und Kalilauge, 
Pyridin u. a. ergibt eine qualitativ 
ihnliche Zusammensetzung wie 
bei ,,a“. Nach Einwirkung der 
angegebenen Reagenzien ist ein 
Gemenge aus dem himochromogen- 
ihnlichen Kérper u. echtem Himo- 
chromogen nachweisbar. 


nach 4 Wochen. 


Der Saft nimmt ungefahr ebenso viel 
Raum ein wie der unten liegende 
Fleischbrei. Dieser gibt, zwischen 
Glasplatten gepriift, das Spektrum 
I. 551; II. schwach 521,3. 

Saft: Spektrum wie bei ,,a“, nur 
stirker. Zusatz von Schwefel- 
ammonium oder Kalilauge oder 
beider: dasselbe, I. 549,5; IL. 520,5. 

Demnach sind MHimoglobin bzw. 
echtes o«-Hiimochromogen nicht 
mehr nachweisbar. 


»fleischkultur“ geimpft, 2 Tage 


nachweisbar vorwiegend himo- 
als ,Schwefelhamoglobin“ vor- 


handen, in kleinerer Menge ein hamochromogenahnlicher Farb- 


stoff (I. 550). 


Versuche an Blut. 
1. Normales defibriniertes menschliches Blut, 
10fach verdiinnt, mit der Fleischkultur geimpft, bei 37° ge- 


halten. 
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a) Nach 31/, Wochen: Pyridinprobe I. sym. 5566; IT. an- 
genahert 526. 


b) Nach 61/, Wochen: Pyridinprobe I. unsym. 559—546,4, 
Max. 549,8; II. 519,7. 


c) Nach 81/, Wochen: 
a) Pyridinprobe I. unsym., Mitte 552,3, Max. 549,8; 
II. 520,0. 


6) Probe mit Kalilauge und Schwefelammonium: Str. I. 
551,2. 


d) Nach 11 Wochen: Pyridinprobe I. fast sym. Max. 549,0; 
IT. 519,5. 


e) Nach 13 Wochen wird die noch in 1/; cm Dicke un- 
durchsichtig braune Flissigkeit nebst Bodensatz auf ein Filter 
gebracht, der Filterriickstand (= ,,R“) mit wenig Wasser ge- 
waschen. 


a) Untersuchung des Filtrats (= ,,F“, 


Bei +/, cm Schichtdicke noch undurchsichtige, in diinner 
Schicht durchsichtig klare, braune Flissigkeit. Spektrum: 
Verdunkelung besonders im Griin und Blau, kein abgegrenzter 
Absorptionsstreifen. Mit Wasser verdiinnt gelbbraune Fliissig- 
keit. Zusatz von Hydrazinhydrat. Spektrum: Streifen I sym- 
metrisch, 549, Zusatz von Kalilauge und Hydrazinhydrat: 
dasselbe. Zusatz von 2 Vol. Salzsiure: Farbstoff gréBtenteils 
in braunen Flocken ausgefallt, filtriert, Filtrat schwach gelb, 
gibt keinerlei Absorptionsstreifen, also kein Hinweis auf die 
Anwesenheit von Porphyrin; der Niederschlag ist in 25°/, 
Salzsiure kaum loslich. 


GréBerer Teil des Filtrats ,F“ (s.0.) wird mit Hisessig 
und Ather ausgeschiittelt, reichlicher Ubergang von Farbstoff. 
Die Extraktion mit Ather wird wiederholt, bis kaum mehr 
Farbstoff iibergeht und die Atherausziige vereinigt. Die triibe 
saure waBrige Flissigkeit wird filtriert, Filtrat nur noch 
schwach gelb gefirbt, auf dem Filter brauner Niederschlag 
(= , atherunléslicher“ Farbstoff). 
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Atherauszug ,Atherunléslicher Farbstoff 








Gewaschen, eingeengt, gibt Spek- | Teil in n/10-Kalilauge gebracht, lést 
| trum dhnlich wie o-Himatin, sich leicht, schwaches ,,Himatin“- 
I. stark 638; II. undeutlich Spektrum, Streifen zur Ortsbestim- 
ang. 581; III. stark, ang. 540; mung zu schwach, Zusatz von 
IV. schwicher, ang. 503. Ver- Hydrazinhydrat, starkes Spektrum, 
dampft, Pyridinprobe: I. nicht I. etwas unsymmetrisch, Maximum 
ganz sym., Max. (violettwirts) violettwirts auf etwa 549, Mitte 
549,5; IT. 520. des Streifens ungefihr 551,0; IL. 
viel schwiicher, verwaschen, Max, 
ungefahr 520. Teil zur Pyridin- 
probe. Spektrum I. ziemlich sym- 
metrisch, Max. etwa 550; II. etwa 
521. 


GréBerer Teil des Filtrats ,,.F“ (s. oben) wird mit wenigen 
Tropfen Essigsiure angesiuert, wobei der Farbstoff in feinen 
Flocken ausfallt. Er wird abfiltriert und mit Wasser aus- 
gewaschen. Der trocken gewordene Niederschlag wird mit 
wenigen Tropfen r/10-Kalilauge durchfeuchtet, in 20 com His- 
essig gelést, mit wenig Hydrazinhydrat versetzt und bei 15 bis 
20° stehen gelassen, bis deutliche Porphyrinbildung eingetreten 
war. Zunichst wurde nur ein Teil der Fliissigkeit auf Por- 
phyrin verarbeitet. (Verdiinnen mit Ather, Entmischen mit 
Wasser, Abtrennen und Auswaschen des Atherauszugs.) Ein 
groBer Bruchteil des gesamten Farbstofis war noch nicht in 
Porphyrin iibergegangen, der Ather gab aber deutlich das 
Spektrum mit dem Streifen I. auf ungefahr 6231/,; in der 
Gegend von 632 war kein Streifen zu sehen. Nunmehr wurde 
die Hauptmenge in derselben Weise verarbeitet, der Ather- 
auszug nach dem Waschen aber eingedampft, mit einem Tropfen 
Kisessig befeuchtet und in Ather gelést. Die Lésung gab 
stark ein einheitliches Porphyrinspektrum: I. (schmal symme- 
trisch) 623,6; II. unsymmetrisch, Maximum violettwarts 568; 
III. unsymmetrisch, Mitte 5301/,, das stirkere Max. ,b“ auf 
527,7; IV. nicht ganz symmetrischer Streifen, Mitte etwa 498'/,, 
auBerdem noch einen sehr schwachen Schatten im Rot auf 
ungefahr 646. Ein dem «-Himatoporphyrin zugehdriger Streifen, 
war nicht zu sehen, besonders war die Gegend um 632 voll- 
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stindig frei. Nach der Uberftthrung in Salzsiure gab der 
Farbstoff bei ungefahr 25 °/, HCl-Gehalt der Lésung das Saure- 
spektrum, J. etwas unscharf, etwa 5951/,, III. symmetrisch, 
etwa 551,8. 


#) Untersuchung des Niederschlages (= ,,R, s. oben). 


Pyridinprobe: Str. I. etwa 550. 

Behandlung mit Hydrazinhydrat in Eisessig in der oben 
beschriebenen Weise ergibt neben sehr wenig «-Porphyroidin 
in der Hauptsache ein Porphyrin von gleichem Verhalten wie 
oben (s. unter ,,«“). 


Anmerkung: Unter méglichst gleichen Versuchsbedin- 
gungen durchgefiihrte Behandlung von «-Himatin ergab Por. 
phyrin, das im Atherauszug den I. Streifen im Rot wie 
a-Haimatoporphyroidin auf 632, dagegen keinen Streifen in der 
Gegend um 623 hatte. 

2. Normales defibriniertes menschliches Blut 
wurde teils ungeimpft, teils mit der Fleischkultur geimpft, in 
verschlossenen Glasern bei 37° gehalten. 


Untersuchung nach ungefihr 3 Wochen. 


Pyridinprobe (einige Tropfen mit etwa 5 cem Pyridin ausgezogen, 
filtriert, mit wenig Hydrazinhydrat gemischt). 








a) Ungeimpft b} Geimpft 











I. 557,38; IL. 527,0. Atypisches Himochromogenspektrum. I. breit, 
uneinheitlich, Mitte 552,5. (Bei genauem 
Beobachten erkennt man, da der Streifen I 
aus zwei einander teilweise iiberdeckenden 
Streifen besteht.) Max. a) 556,0, b) 549%/,, 
Str. Il Mitte angenihert 522, Max. 520. 





Nach 4'/, Wochen ebenso gepriift. 


a) I. 557,3; IT. 526,5. b) I. Mit schwachem Vorschatten verbundener 
Streifen, Max. violettwirts auf etwa 549,8; 
Il, etwa 520,2. 





Nach 5'/, Wochen ebenso gepriift. 


a) I, 657,5; IL. 527,1. b) I. Symmetrisch, 548,4; Il. schwach, an- 
genihert 519. 





\| 
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In weiteren Versuchen wurde Blut teils mit der urspriing- 
lichen ,,Fleischkultur“, teils mit Tropfen obigen ,geimpften“ 
und bebriiteten Blutes (,,= Blutkultur“) geimpft: | 

3. Normales defibriniertes menschliches Blut wird 
teils ungeimpft, teils mit der ,,Fleischkultur“, teils mit der 
»blutkultur“ geimpft bei 37° gehalten. Untersuchung wie in 
Versuch ,,2“, nach 2, 3, 5 Wochen. 


Nach 2 Wochen. 








a) Ungeimpft 


b) Mit der Fleisch- 
kultur geimpft 


c) Mit der Blut- 
kultur geimpft 








Pyridin- 
probe 


Pyridin- 
probe 


Pyridin- 
probe 











L 557; 
Il. etwa 527. 


a) I. 557,2: 
II. etwa 527,2. 


Wie bisher, 
I. 557,3. 











I. Mit schwachen Nach- 


schatten verbundener 
Streifen, Max. (rot- 
warts) auf 556,4; LL. 
nicht gemessen. 


Nach 3 Wochen. 


b) Mit ziemlich starkem 


Nachschatten verbun- 
dener Streifen, Mitte 
etwa 553, Max. 555,8; 
II. schwach, mit 2 
héchst schwachen eng 
benachbarten Max., 
Aufhellung zwischen 
beiden (Minimum) auf 
524. 


Nach 5 Wochen. 
I. Breiter Streifen mit 


2 schmalen Max. auf 
ungefihr: a) 556,8, 
b) 548,5. ,,a“ etwas 
stirker als ,,b‘. 











Wie bei ,,b“. 


c) Fast wie bei ,,b“. 
I. Mitte 554, Max. 
ang. 556,8. 


Breiter Streif. (Mitte 
etwa 554), be- 
stehend aus star- 
kem Max. auf 557, 
verbunden mit vio- 
lettwirts gelege- 
nemNachschatten. 


Das ungeimpfte Blut verhilt sich also nach 5 Wochen 
langem Stehen bei 37° bei der Pyridinprobe noch wie frisches 
Blut, bei dem mit der Fleischkultur geimpften ist nach 
5 Wochen die Farbstoffumwandlung ganz augenfillig (Doppel- 

‘Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CXLYVII, , 


16 
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spektrum I. a) 556,8, b) 548,5), aber auch bei dem mit der 
Blutkultur geimpften ist sie nachweisbar. 

4. Normalesmenschliches Blut wird teils ungeimpit, teils 
mit der ,Blutkultur* geimpft in mit Glasstépsel verschlossenen, 
nicht ganz gefiillten Flaschen 2 Monate bei 37° gehalten. 

2) ,ungeimpft*, dunkelbraunroter Brei. 

1. Probe mit Wasser verdiinnt, filtriert, mit Schwefel- 
ammonium: sehr starkes Himochromogenspektrum. 

2. Pyridinprobe, sehr starkes Hamochromogenspektrun, 
I. symmetrisch 557,3, Il. etwa 526,8. 

3. Teil mit Chloroform unter Zusatz von Eisessig aus- 
geschiittelt, der Chloroformauszug dreimal gewaschen, das 
Filtrat verdampft. | 

a) Pyridinprobe: ,,Hamochromogenspektrum“ I. 557,1, 
II. etwa 527. 

8) Teil in 15°/, Kalilauge gelést und mit Schwefelammo- 
nium versetzt: ,,Haimochromogenspektrum“, I. 557,5. 

vy) Hauptmenge in 15 ccm Eisessig gelést, mit wenig Hydr- 
azinhydrat versetzt etwa 11 Stunden dunkel bei 15—25° stehen 
gelassen, mit Ather verdiinnt, mit Wasser entmischt, der Ather- 
auszug gewaschen. Er enthalt reichlich Porphyrin, sein erster 
Streifen im Rot liegt auf etwa 682, wie bei «-Himotoporphy- 
roidin. Die Gegend um 628 ist frei, also kein Hinweis 
auf die Anwesenheit eines anderen Porphyrins. 

b) ,.geimpft*, noch in sehr dinner Schicht tief gelbbraune 
Fliissigkeit; filtriert, auf Filter betrachtlicher brauner Nieder- 
schlag (= ,,N*“). 


A. Filtrat. 


1. Probe verdiinnt, mit gleichviel 15°/, Kalilauge auf- 
gekocht, abgekihlt, Teil mit Schwefelammonium versetzt: 
»opektrum“, I. symmetrisch 550,7; Teil mit Hydrazinhydrat 
versetzt: sehr &hnlich, I. 549,0. 

2. Probe verdiinnt, mit Hydrazinhydrat versetzt: Spek- 
trum, I. symmetrisch, etwa 549. | 

3. Hauptmenge mit Essigsiure schwach angesiuert; der 
fast vollstandig ausfallende Farbstoff wird abfiltriert. 


BX ws = tc a os —_ 
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«) Teil zur Pyridinprobe: I. 550,3. 

f) Teil mit 15°/, Kalilauge 1 Minute gekocht, abgekihlt, 
mit Hydrazinhydrat, Spektrum: 1. stark, etwa 549 1/,. 

7) Teil mit Kalilauge gekocht, abgekiihlt, mit Essigsiure 
angesduert, der Niederschlag abfiltriert, in Pyridin gelést, mit 
Hydrazinhydrat: I. fast symmetrisch, Max. 550,3, IL. schwach, 
etwa 520. 

6) Teil in Eisessig gelést, mit Ferroacetat-Hisessiglésung 
etwa 1 Minute gekocht, mit Chloroform verdiinnt, mit Wasser 
entmischt, Chloroform abgetrennt gewaschen, verdampft, Riick- 
stand zur Pyridinprobe, Spektrum: I. fast symmetrisch, Mitte 
etwa 550, Max. 5491/,. Die Behandlung mit Eisen bewirkt 
also keine Verinderung. 

e) Teil in 9 com Kisessig geliést, mit Gemisch aus 1 Tropfen 
Hydrazinhydrat und 1 ccm Eisessig gemischt und dunkel ge- 
stellt. Nach etwa 1 bzw. 2 Stunden werden Teile der Lésung 
wie tiblich auf Porphyrin gepriift. Nach 1 Stunde: der erzielte 
Atherauszug enthalt deutlich das Porphyrin mit dem Streifen I 
auf etwa 623,6, ein schwacher Streifen, angenihert auf 630'/, 
deutet auf eine geringe Menge von «-Himatoporphyroidin. 
Nach 2 Stunden dasselbe. Rest der urspriinglichen Mischung, mit 
noch 2 Tropfen Hydrazinhydrat eine weitere Stunde stehen 
gelassen, ergibt dasselbe. Die aus den mit Ather versetzten 
Reaktionsgemischen beim Entmischen mit Wasser in betricht- 
licher Menge abgeschiedenen braunen Flocken wurden ge- 
sammelt, die Hilfte in Pyridin und Hydrazinhydrat gepriift: 
I. symmetrisch, etwa 551,5, die Hilfte in verdiinnter Kali- 
lauge mit Hydrazinhydrat: I. symmetrisch, 550,0. Es war 
der der Enteisenung entgangene Farbstoffrest. 

¢) Teil in wenig Ather unter Kisessigzusatz gelist: ,,Ha- 
matin“-Spektrum, kein Porphyrinstreifen, im Salzsiureauszug 
des Athers ebenfalls Porphyrin nicht nachweisbar. 

m) Unter miglichst gleichen Versuchsbedingungen, wird 
der Versuch ,¢ an frischem «-Hiimatin wiederholt. Ver- 
arbeitung eines Teils nach 1 stiindigem Stehen: das in be- 
trichtlicher Menge entstandene Porphyrin hat seinen Streifen I 


in Ather auf 632. In der Gegend um 623 ist kein Porphyrin- 
4 16* 








244 0. Schumn, : 


streifen vorhanden. Verarbeitung des Restes nach 2 stiindigem 
Stehen: dasselbe Ergebnis. 


B. Niederschlag. 


Der Niederschlag ,,N“ (s. oben) nebst einer kleinen Menge 
des Filtrats wurde mit Wasser verdiinnt und mit Chloroform 
unter Zusatz von Hisessig ausgeschiittelt, das braunlich gelb 
gefarbte Chloroform nach etwa 1 Stunde abgetrennt und die 
Extraktion in derselben Weise mehrfach wiederholt. Die ver- 
einigten Chloroformausziige wurden gewaschen und filtriert. 
Ein Teil der Chloroformlésung wurde mit stark verdiinnter 
Kalilauge ausgeschiittelt, wobei der Farbstoff vollstandig tber- 
ging, und die Lésung mit Hydrazinhydrat versetzt: ,Spektrum“: 
I. nicht ganz symmetrisch, Max. (etwas violettwarts der Mitte) 
ungefabr 548, II. schwach, angendhert 520. Die Hauptmenge 
der Chloroformlésung wurde verdampft. Ein Teil des Riick- 
standes, in Wasser und wenig Kalilauge gelist, gab nach Zu- 
satz von Hydrazinhydrat: I. symmetrisch 547, I. schwach, 
etwa 5171/,, ein Teil, in Pyridin gelést mit Hydrazinhydrat 
I. 548,6, II. schwach, angenihert 520. 

Der Rest des Riickstandes wurde in Wasser unter Zusatz 
einiger Tropfen Kalilauge gelést, das Filtrat mit Essigsiure 
angesdiuert, der ausgeschiedene Farbstoff abfiltriert, in 9 ccm 
Kisessig gelést und mit einer Mischung aus 1 ccm Eisessig 
und 2 Tropfen Hydrazinhydrat gemischt eine halbe Stunde im 
Dunkeln stehen gelassen. Die Hialfte der Flissigkeit wurde 
mit Ather verdiinnt, mit Wasser entmischt, die Atherlésung 
abgetrennt und gewaschen. Sie gab stark das Porphyrin- 
spektrum, Streifen I. etwa 624,3, II. Maximum (violettwirts) 568,6 
usw. Der Streifen des @-Himatoporphyroidins auf 
632 war nicht vorhanden. 

5. Normales defibriniertes menschliches Blut zehn- 
fach verdiinnt, mit der Blutkultur geimpft, in einem ver- 
schlossenem Glase 6 Wochen lang bei 37°. 

a) Nach dem Umschiitteln wurden kleine Proben der 
triiben tief gelbbraunen Fliissigkeit mit ungefahr der 20 fachen 
Menge Pyridin bzw. n/10-Kalilauge gemischt und filtriert. 
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Pyridinauszug und etwas Hydrazinhydrat: Streifen I un- 
symmetrisch, besteht aus Vorschatten und schmalem starken 
Streifen von 550,2—543,4, Maximum 547. 

Kaliauszug: ,Haimatinspektrum“, Streifen im Rot auf etwa 
618, nach Zusatz von a) Schwefelammonium breiter uneinheit- 
licher Streifen, Mitte etwa 552'/,, b) Hydrazinhydrat breiter 
unsymmetrischer Streifen, aus Vorschatten, schwacher Auf- 
hellung bei 548,6 und starkem Maximum auf etwa 545 be- 
stehend, 

b) Die Hauptmenge wurde mit der Halfte Wasser ver- 
diinnt+), zentrifugiert, die ,iiberstehende braune Flissig- 
keit (= ,F) und der braune Bodensatz (= ,,N“) getrennt 
untersucht. ,F“ wurde mit einigen Tropfen verdiinnter 
Essigsiure angesiiuert, wobei die Hauptmenge des Farbstoffs in 
braunen Flocken ausfiel. Er wurde abfiltriert. Teil zur Pyridin- 
probe: Streifen I uneinheitlich, hat ein schwaches Maximum 
auf 557 und ein starkes auf 547. Die Hauptmenge wurde in 
Kisessig gelést und ein Teil der Lésung auf Porphyrin gepriift, 
es war nicht nachweisbar. 19 ccm der Eisessiglésung wurden 
mit einem Gemisch aus 1 ccm Hisessig und 2 Tropfen Hydr- 
azinhydrat versetzt und dunkel aufbewahrt. Nach 20 Minuten 
wurde ein Drittel verarbeitet, der Rest erst nach etwa 
18 Stunden. In beiden Fallen wurde mit Ather verdiinnt, mit 
Wasser entmischt, der abgetrennte Ather wiederholt gewaschen. 
Bei der ,,20 Minutenprobe“ war nur ein maBiger Teil in 
Porphyrin verwandelt worden, der tibrige Farbstoff fiel beim 
Waschen der Atherischen Liésung gréBtenteils in braunen 
Flocken aus. Spektrum der itherischen Porphyrinlésung: der 
Streifen des aw-Himatoporphyrins auf ungefahr 632,5 ist nur 
sehr schwach, dagegen der Streifen I des Hauptporphyrins 
auf 621,6 viel stirker, schmal und scharf begrenzt; Streifen II: 
schmales Maximum violettwirts, auf 5662. Bei der 
18 Stundenprobe“ war ein groBer Bruchteil des Farbstoffs in 
Porphyrin tibergegangen, die stark gewaschene Atherische Li- 





1) Eine abfiltrierte Probe Fliissigkeit reagierte auf Lackmus am- 
photer. Sis 
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sung gab einen sehr schwachen Streifen des «-Hamatoporphyrins 
auf etwa 632,1, im iibrigen ein einheitliches Spektrum des 
obigen unbekannten Porphyrins, I. schmal, scharf begrenzt 
621,8, IL Max. (violettwirts) 566,5, III. schwaches Max. etwa 
529,6, stirkeres Max. bei etwa 524,38, IV. starker Streifen 
Griin/Blau. — Der Bodensatz ,,N“ (s. oben) wurde in Wasser 
unter Zusatz einiger Tropfen schwacher Kalilauge gelést, fil- 
triert, mit Essigsiure gefallt, mit essigsiurehaltigem Wasser 
gewaschen, in Kisessig gelést und wie oben behandelt. Sowohl 
bei der ,,20 Minutenprobe“ als auch bei der ,,18 Stundenprobe“ 
wurde das gleiche Ergebnis erzielt wie oben. Das in der 
Hauptmenge entstandene Porphyrin gab in schwach essigsiure- 
haltiger atherischer Lésung I. 621,8, I. 566,6, III. a) 530, 
b) 524 (staérker), IV. starker Streifen Griin/Blau. Ein gréfSerer 
Teil dieser Liésung wurde verdampft. Teile des Riickstandes 
wurden folgendermaBen gepriift: «) in Pyridin gelést: Porphyrin- 
spektrum, #) in n/10-Kalilauge, gelést: Porphyrinspektrum, +) in 
Hisessig gelist: Porphyrin-Saurespektrum, mit Ferroacetat—Eis- 
essiglésung erhitzt(Umschlag nach Braun) und etwa 4/, Minute 
gekocht, abgektihlt, mit Chloroform verdiinnt, mit Wasser ent- 
mischt, Chloroformlésung gewaschen, verdampft, Teil des Riick- 
standes in Pyridin mit Hydrazinhydrat gepriift ,, Hiamochromogen- 
spektrum“, I. Max. 545,6 mit schwachem Vorschatten auf 557,3, 
II. schwach, etwa 517; Teil des Riickstandes in n/10-KOH ge- 
lést, mit Hydrazinhydrat versetzt, rote Lésung, Spektrum: 
I. starker Streifen, mit rotwirts gelegenem Vorschatten, dunkelste 
Strecke etwa 546—541,7, Max. etwa 544,0, Il. schwach, etwa 514. 
0) mit Methylalkohol verestert, Ester in Chloroform: I. 619,6, 
Il. 565, IIL. etwa 531, IV. angendhert 498, Chloroformlésung 
mit gleichviel 25°/, Salzsiure geschiittelt, Spektrum der Chloro- 
formschicht, I. 597,9, TI. 553,84), in der Salzsiure nur eine 
Spur Farbstoff. 

s) In essigsiurehaltigem Ather gelést, mit verdiinnter Salz- 
siure ausgeschiittelt und die Salzsiure mit Ather gewaschen. 
Aus der violetten Salzsiurelésung wurde das Porphyrin mit 





1) Ort des Minimums. 
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Natriumacetat in Ather gebracht, der Ather wiederholt ge- 
waschen. 

Spektrum der Atherlésung: I. schmal, scharf begrenzt, 
etwa 622, II. Max. (violettwarts) etwa 566,8, III. etwa 5247/, 
(= stirkeres violettwirts gelegenes Max.), IV. angenthert 495. 
Lésung verdampft, Riickstand mit '2 Tropfen n/10-Kalilauge 
durchfeuchtet und in etwa 5 ccm 25°/, Salzsiure gelést: Por- 


phyrin—Saurespektrum, Streifen I sehr schmal, symmetrisch, 


592, Streifen IL nur als Vorschatten zu III angedeutet. 
Streifen III auffallend dunkel und breit, ungefahr in der 
Mitte feine Aufhellung auf 549. Aus der Salzsiure wurde 
der Farbstoff mit Natriumacetat in Ather gebracht, der Ather 
gewaschen, verdampft, der Riickstand in Hisessig gelést und 
in tiblicher Weise in die Eisenverbindung verwandelt. Die 
Kisenverbindung gab, in Pyridin gelést, das Spektrum: I. 
starker schmaler Streifen auf 545, mit sehr schwachem Vor- 
schatten (Mitte etwa 557), Il. schwach auf ungefaéhr 517; nach 
Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat bedeutend starker: I. 545,5 
mit sehr schwachem Vorschatten auf 557, II. schwacher ver- 
waschener Schatten mit schmalem scharf abgegrenzten Max. 
auf 516. 


Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich auch an dieser Stelle fiir die mir aus 
der Hajime Hoshi-Stiftung gewahrte Beihilfe. 
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Zur Kenntnis des Invertins. 
Zehnte Abhandlung. 


Von 


Richard Willstiitter, Karl Schneider und Eugen Bamann. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Mai 1925.) 








Einleitung. 

Fir die Trennung der Saccharase von den andern Bestand- 
teilen der Autolysate kennt man keine chemische Methode. Es 
ist in unseren vorangegangenen Arbeiten nur mit Adsorptions- 
methoden gelungen, den Reinheitsgrad des Enzyms betrichtlich 
zu steigern und zwar auf das 20fache der enzymatischen Kon- 
zentration, die nach den noch weniger auswahlenden Alteren 
Verfahren der Fallung durch Alkohol, der Abtrennung von 
Fremdkérpern durch Bleiacetat und durch Dialyse zu erzielen 
war, Mit Invertin vom Saccharasewert 5,9—6,7 (Zeitwert 
0,17—0,15) hat sich die praparative Arbeit dem erreichbaren 
Ziele genihert. Ein solches Praparat ist zusammengesetzt aus: 

a) Enzymatischer Substanz, nimlich Saccharase selbst, 
weiteren polyosen- und glucosidespaltenden und anderen Enzymen 
und aus Substanzen, die den aktiven Enzymen am nichsten 
verwandt sind, nachweislich Zersetzungsprodukten (inaktiviertem 
Enzym) und wahrscheinlich Vorstufen. Fiir die Abtrennung 
der einem Enzym am nichsten verwandten Stoffe ist die 
Adsorptionsmethode bisher noch wenig ausgebildet. 

b) Fremden Stoffen, die vom Zerfall des Hefeprotoplasmas 
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herriihren. Sie tiben eine Schutzwirkung auf das Invertin aus, 
mit dem sie adsorptiv zusammenhingen. Obwohl nicht die 
einzelnen Begleitstoffe, wie Hefegummi, Tryptophanpeptid oder 
Tyrosinpeptid, eine spezifische Bedeutung haben und das Enzym 
ihre Gesellschaft zu wechseln vermag, so hat doch ihre Ab- 
trennung Bestindigkeitssturz oder -abnahme zur Folge. _,,Die 
Kunst der Arbeit wird es sein, das Minimum von Schutzstoffen 
aufzusuchen, womit die Saccharase bei unverminderter Aktivitat 
gehalten werden kann.“ 

Obwohl die Saccharase, wie sie bisher beschrieben wurde, 
noch lange nicht aus reiner Substanz der Gruppe a) besteht, 
fihrt die Adsorptionsmethode, solange nicht neue Verfeine- 
rungen zu Hilfe kommen, nicht weiter, weil sie fiir die Ab- 
trennung sogar von ganz fremdartigen Stoffen, geschweige von 
enzymartigen, nicht geniigend auswahlend ist. Wenn Invertin 
zum Beispiel eine sehr starke Beimischung von Tryptophan- 
peptid mitschleppt (9,2°/, Tryptophan), zeigt es gegen Tonerde 
(vgl. die VII. und VIII. Abh.) das Adsorptionsverhalten eines 
homogenen Stoffes. Gewisse adsorptiv zusammenhingende Ge- 
mische verhalten sich bei den Adsorptionsvorgingen wie ein- 
heitliche chemische Verbindungen. 

Fiir die Darstellung des Invertins bedeutet es eine 
giinstige Grundlage, wenn es gelingt, das Verhiltnis der 
Saccharase zu anderer enzymartiger Substanz zu verbessern. 
Dies ist der Sinn der im folgenden versuchten Anwendung 
invertinreicher Hefe. Sie beruht auf der Erkenntnis unserer 
IX. Abhandlung, da8 bei der hohen Anreicherung des Invertins 
unter den Bedingungen geeigneter Girfiihrung, wobei das 
10—20fache des Invertingehaltes gewdhnlicher Hefe erreicht 
wird, andere Enzyme, wie Maltase, Trypsin, Enzyme des Zy- 
masekomplexes u.a. nur geringen oder gar keinen Zuwachs 
erfahren. Die dadurch bedingte wesentliche Verschiebung des 
Verhaltnisses von Saccharase zu anderen Stoffen der Gruppe a) 
wird noch durch ein in dieser Arbeit beschriebenes neues Ver- 
fahren der Autolyse verbessert, das zu Invertinlésungen von 
groBer Bestindigkeit fihrt. Dadurch wird erreicht, da8 sich 
der Saccharase auch bei langer dauernden Operationen mit 
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gereinigten Priparaten, z.B. bei der Dialyse, nur wenig zer-. 
stértes Enzym beimischt. 

Auf das neuartige Material der Hefe vom Zeitwert 20 
sind die bisher ausgearbeiteten Verfahren der Autolyse nicht 
mit gleichmaBigem Erfolg anwendbar. Die Freilegung nimmt 
einen giinstigeren Verlauf, wenn die Hefe unverdiinnt durch 
Behandlung mit Toluol abgetétet und dann vom ausgetretenen 
Verflissigungssaft abgetrennt wird. Diese fraktionierte Autolyse, 
bei 30° weitergefiihrt, liefert Autolysate, deren Saccharase- 
konzentration 4—-8 mal gréfer ist als die der angewandten 
Hefen, wahrend bisher der Ubergang vom Pilz in das Autolysat 
die enzymatische Konzentration nur aufs doppelte bis héchsteas 
dreifache gesteigert hatte. Die Invertinlésungen aus der fraktio- 
nierten Freilegung entsprechen nimlich Saccharasewerten von 
0,4—0,2 (Zeitwert 2,5—5), die allein durch Dialyse bis auf 1,82 
(Zeitwert 0,55) ansteigen. Wahrend in der gewéhnlichen Bier- 
hefe auf 18.-E. 1100 mg Hefegummi und 150mg Tryptophan 
treffen, sind in den neuen Autolysaten auf 18.-E. nur 8 mg 
Hefegummi und 2,5 mg Tryptophan, nach der Dialyse 0,34 mg 
Tryptophan enthalten. 

Aus den verbesserten Autolysaten lassen sich ohne die 
bisher erforderlichen Prozesse der Alterung, der Fallung durch 
Alkohol usw. unmittelbar mit eimer einzigen Adsorption an 
Kaolin Invertinpraparate vom 8.-W.5,5 (Zeitwert 0,18) gewinnen, 
die also den bisher besten an Saccharasekonzentration nahe- 
stehen und sie an Bestindigkeit erheblich. tibertreffen. In 
ihnen diirfte bei gleichem Reinheitsgrad der Anteil an _ be- 
gleitender enzymartiger Substanz stark vermindert, der Anteil 
an Fremdstoffen erhéht sein. Wiederholte Anwendung der 
- Tonerde- oder Kaolinadsorption unter den iiblichen Bedingungen 
bewirkte im allgemeinen keine Steigerung des Reinheitsgrades. 
Nur vereinzelt eigneten sich solche Praparate fiir Verbesserungen 
der Adsorptionsverfahren in bezug auf ihre selektive Wirkung. 
Dabei erhéhte sich der Saccharasewert iiber den bisher 
giinstigsten Wert um 28°/, hinaus, namlich auf 8,55 (Zeit- 
wert 0,117). Da sich in einem solchen Enzympraparat noch 
ein Ballast von 8,6°/, Tryptophan nachweisen 1a8t, das nicht 
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als solches, sondern als Peptidkomponente vorkommen diirfte, 
so mag leicht die Beimischung enzymfremder Substanz in dem 
besten Saccharasepriparat zum Beispiel die Halfte ausmachen. 


Experimenteller Teil. 


I. Analytische Beschreibung der Hefen und Autolysate. 
A. Hefegummi. 
1. Bestimmung des Hefegummis. 


Die analytische Methode soll fiir die Bestimmung des 
Hefegummis in Hefen und in Invertinpraparaten, besonders 
haufig in Hefeautolysaten dienen, die auch reduzierende Zucker, 
Proteinsubstanzen, Phosphate u. a. enthalten. Sie beruht auf 
der von E. Salkowski*) entdeckten Fallung des Hefegummis 
mit Fehlingscher Lisung. Zur quantitativen Bestimmung hat 
Salkowski den Niederschlag in verdiinnter Salzsiure aufgelést 
und den freien Gummi mit Alkohol nochmals gefallt. Einige 
Abanderungen waren angezeigt wegen des Gehaltes der Auto- 
lysate, namentlich der unter Verfliissigung mit Chloroform 
gewonnenen, an reduzierenden Zuckern, wegen des mitunter 
beobachteten Mitgehens von Kupferphosphat auch in den um- 
geschiedenen Niederschlag und wegen des Anhaftens von Wein- 
siure an demselben. Die rohe Hefegummi—Kupferverbindung 
zu wagen, wie es bei J. Warkany?) geschah, erscheint bei dem 
wechselnden und hohen Gehalt der Autolysate an phosphor- 
sauren Salzen als unzulassig. Aus sehr ansehnlichen Nieder- 
schlagen, welche die Autolysate mit Fehlingscher Lisung 
gaben, gingen bei der Reinigung oft nur geringe Mengen von 
Hefegummi hervor. Die qualitative Priifung auf Hefegummi 
kann daher téuschen. Wir lassen der Abscheidung mit Fehling- 
scher Lisung eine erste Reinigung des Hefegummis durch 
Fallen der Autolysate mit Alkohol vorangehen und bestimmen 
schlieBlich den Hefegummi, der am Ende noch etwas Kupfer- 
phosphat enthalten kann, durch Polarisation. Der zugrunde 
gelegte Wert von [a],» =-+ 80,3° war in 2°/,iger Lésung mit 
einem reinen Vergleichspraparat in exsiccatortrockenem Zustande 


1) Chem. Ber. Bd. 27, 8. 497 (1894); Diese Zs. Bd. 61, S. 124 (1909). 
*) Biochem. Zs. Bd. 150, S. 271 (1924). 
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(im Hochvakuum bei 56° noch 11°/, Wasser verlierend) er- 
mittelt, das die Herren H, Kraut und F. Eichhorn uns 
aus einer Untersuchung tiber Hefegummi freundlich zur Ver- 
figung stellten. Unter den angegebenen Mengen ist also ex- 
siccatortrockener Hefegummi zu verstehen. 

Fiir die Analyse dient eine Probe von Autolysat, z. B. 
30 ccm, die etwa 20—100 mg Hefegummi enthalten. Noch 
2mg in 10 ccm geben mit Fehlingscher Liésung wie auch 
mit Alkohol brauchbare Niederschlige, wihrend die mit 1 mg 


entstehende Tribung nicht mehr ausreicht. Bei der Polari- | 


sation entspricht 1 mg noch einem Winkel von ungefihr 0,03°. 

Das klare Autolysat wird mit dem 5—6fachen Volumen 
Alkohol gefallt und einige Stunden stehen gelassen. Den ab- 
zentrifugierten Niederschlag ziehen wir im Zentrifugenglas 
4mal mit je 5 ccm n/20-Essigsiure aus und trennen die 
Lisung jedesmal mittels der Zentrifuge ab, Die erhaltene 
reinere Liésung des Hefegummis wird mit 30 ccm Fehling- 
scher Liésung */, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt und 
4—5 Stunden stehen gelassen. Den wieder mit der Zentrifuge 
isolierten Niederschlag lésen wir in 2 ccm 8°/,iger Salzsiure 
und fallen, damit keine Weinsaure anhaftet, den freien Hefe- 
gummi mit viel (85 ccm) 95°/,igem Alkohol. Der Niederschlag 
wird im Zentrifugenglas einmal mit 15 ccm 95°/,igem Alkohol 
gewaschen und mit Wasser in ein 10-ccm-MeBkélbchen itiber- 
gespilt. Eine manchmal auftretende Triibung, die Filtration 
notwendig machte, ist durch Kupferphosphat hervorgerufen. 
Fiir die Polarisation dient eine enge 2-dm-Réhre. 

Belege: 

20 ccm Autolysat enthielten 0,0512 g Hefegummi. 
20cem Autolysat, mit 40,0 mg Hefeg. vers., erg. 0,0908 g anst. 0,0912 g. 


” ” » 80,0mg  ,, » » » 9,13820g ,, 0,1812 g. 

” ” » 40,mg ,  +100g Wasser vers., erg. 0,0910¢ 
anst. 0,0912 g. 

” ” » 800mg ,, +100g Wasser vers., erg, 0,1310¢ 


anst. 0,1812 g. 
” 29 » 40,0mg ,, vers. u. 14 Tage stehen gelessen, 
erg. 0,0908 g anst. 0,0912 g. 


Die Febler betragen weniger als 1°/,. 
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Die gefundenen Werte werden in Gewichtsprozenten der 
Trockenhefen und der Trockengewichte von Autolysaten oder 
Praparaten ausgedriickt. Um die Hefegummigehalte mit den 
Invertinwerten in Beziehung zu setzen, ist es am zweckmiBigsten, 


die auf 1 Saccharaseeinheit treffenden Mengen Hefegummi an- 
mg Hefegummi 

Zahl der §.-E. ° 
daB 1§.-E. in 10 mg eines guten Invertinpraparates enthalten 


ist, nimlich eines Priparates vom Zeitwert 0,2 oder Saccharase- 


gugeben, also den Quotienten Es sei erinnert, 





p wert 5. j 


2. Gehalt der Hefen. 


Vergleichende Bestimmungen in Bierhefe vor und nach 
der Anreicherung des Invertins aufs 12fache ergaben gleiche 
Gehalte an Hefegummi, nimlich 8°/,. Salkowski hat in 
obergiriger Hefe 6,9°/, gefunden. Das Verhiltnis des Invertins 
zum Hefegummi verbessert sich also in demselben MaBe, wie 
der Invertingehalt wichst, im Beispiel der Tab. 1 von etwa 1100 
auf 94 mg pro 1 S.-H. 

Tabelle 1. 


Hefegummi in invertinarmer und invertinreicher Hefe. 
(Angew. Hefestamm Re 12/V) 




















Zeitwert der Hefe Hefeg.-Bestimmung Hefegummi 
Nr. vor nach Angew. | Abgel. | Proz. des uf 18.-E 
: Trockeng.| Winkel | Trocken- |@% *%"™ 
der Fiihrung g a gewichts mg 
la 278 _~ 1,122 2,90 8,0 1110 
1b 278 re 1,122 2,92 8,1 1112 
le 278 “ 1,122 2,90 8,0 1110 
(6 Tg. i. Eisschr.) 
2a 278 28 1,075 2,85 8,1 93,9 
2b 278 23 1,075 2,89 8,2 94,9 

















8. Gehalt der Autolysate aus gewdhnlicher Hefe. 


Uber die Hefegummigehalte der Autolysate liegen nur 
einige vorliufige Angaben von R. Willstatter und F. Racke?) 





4) Abh. I, Ann. d, Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 51. 
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vor, ermittelt nach der fiir diesen Zweck nicht zuverlassigen 
Methode von Salkowski. Sie best&tigten die Beobachtungen 
von Salkowski, wonach durch Autolyse bei Gegenwart von 
Chloroform gummiarmes Invertin gewonnen wird. Dieses gilt 
indessen nur fiir den Fall, daB die Freilegung des Enzyms mit 
geringer Ausbeute erfolgt, z. B. (bei Willstitter und Racke) 
bis zu einem Drittel. Bei vollstandiger Freilegung des Invertins 
holt der Hefegummigehalt (Vers. 2 u.3 der Tab. 2) den mit 
anderen Zellgiften dargestellter Autolysate ein. 

Die Invertinlésungen waren (nach Abh. I, 8S. 53) durch 
Versetzen der Hefe mit Wasser und Zellgift gewonnen (Vers. 1 
u. 2 der Tab. 2) oder durch Verfliissigung der unverdiinnten 
Hefe, darauffolgende Neutralisation und entweder bei Zimmer- 
temperatur (nach Abh. VIII, S. 272; Vers. 3 der Tab. 2) oder 
bei 30° fortgesetzte Autolyse (Vers. 4 u. 5 der Tab. 2) und 
zwar in allen Fallen mit hoher Ausbeute. Die Hefegummi- 
menge, 4—7°/, des Autolysattrockenriickstandes, bewegte sich 
zwischen 218 und 842 mg auf 1S.-E. Das Verhialtnis ist also 
4mal giinstiger als in der Hefe selbst. 




















Tabelle 2. 
Hefegummi in Autolysaten aus gewohnlicher Hefe. 
i oe Hefeg.- 
Zeitwert] Be- Hefegummi 

stimmung 
: fish gla el, (9 
Nr. Art der Autolyse 2 a 6 § 3 3 ais eS e 
en -> ig S ei a -2@® - 
oe ke qf ie Se 5 ae 3 
ele| ©|. gsle zi * 
3s} 8|e¢f es} eimg 
1 | Tol. sauer, ohne Verfl., bei 18° }284| 98 [0,900/1,98] 6,8 | 2,35 |333 
2 | Chlorof. sauer, ohne Verfl., b. 189/284; 98 |0,745)1,67] 6,9 | 2,32 (338 
3 | Chlorof. neutr., Verfl., bei 18° |208| 78 0,525|1,04| 6,2 | 1,98 (242 
4 | Toluol neutral, Verfl., bei 30° }208/ 112 |0,840)1,01] 3,8 | 2,01 (213 
5 dgl. 284| 95 10,640/1,16] 5,7 | 1,91 |270 























4, Gehalt der Autolysate aus invertinreichen Hefen. 


Die Verarbeitung der Hefen nach Invertinanreicherung 
ergab Autolysate von giinstiger Zusammensetzung. Der Hefe- 
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gummigehalt, bezogen auf 1 S.-E., betrug namlich zwischen 98 
und 26 mg. Fiir die Freilegung des Invertins wurden folgende 
Verfahren angewendet: 


1. Autolyse durch Einw. von Zellgift auf die mit Wasser verd. Hefe, 
ohne Neutr., bei Zimmertemperatur. 

2. Verfliissigung der unverd. Hefe durch Chloroform und Autolyse unter 
Neutr., bei Zimmertemperatur. : 

| 8. Verfliissigung der unverd. Hefe durch Toluol bei 30° oder 35°, Auto- 
lyse unter Neutr. bei Zimmertemperatur. 

4, Verfliissigung der unverd. Hefe bei 80° oder 85°, Autolyse unter Neutr. 
bei 30° oder 35°. 

5. Ebenso, indes ohne Neutr. 


Tabelle 3. 
Hefegummi in Autolysaten invertinreicher Hefen. 












































Hefeg.- 
Zeitwert Be- Hefegummi 
stimmung 

ui tw] 1B o| a 

Nr. Art der Autolyse g 2 ae ee 3 aE me a 
mis Sitet. S| .os 

s | 4 [48 |*F [e325] e 

TiS be re 4 E mg 
1} Verf.1, Toluol . . . . .J52 |21 /[0,800/ 1,4815,8/ 2,27 60,8 
2] ,, 1, Chloroform. . . .|52 |28 |0,910/ 1,56] 5,4| 2,65 | 75,6 
3] 2... . + « « «/47,8/20 }0,605] 1,02] 5,8 | 1,95 | 53,0 
4} 2 .- . +. « « ./82,5] 18,5 10,540] 0,97] 5,6 | 1,90 | 51,8 
5] » 8, bei 35°. . . . .185 | 16,8]0,720) 1,45] 6,3 | 2,93 | 51,2 
6] , 8, bei 30°. . . . ./85 |17,5]0,785| 1,51] 6,1 | 2,93 | 53,3 
7] ,, 8, bei 30°. . . . ./28 |14,4]0,870| 1,78] 6,4 | 3,20 | 46,1 
gs] ,, 8, bei 35°. . . . .187 | 21,610,940] 1,78] 5,9| 3,42 | 63,9 
9} ,, 4, Toluol bei 80° . .|47,8|20 |0,585| 1,43] 7,71 2,87 | 77,0 
10} ,, 4, Tol.-Essigester b. 30°]52 | 25,8 ]0,895| 2,18] 7,6 | 3,68 | 98,0 
11] ,, 4, Toluol bei 30° . .{82,5;20 10,560| 0,99] 5,6| 2,66 | 56,0 
12] ,, 5, Loluol bei 35° . .|37 | 19,210,690| 1,37] 6,2 | 8,20 | 59,7 
13} ,, 5, Toluol bei 30° . ./28 | 12,810,580) 1,04] 5,6 | 2,48 | 35,8 
14] ,, 5, Toluol bei 30° . .419,8| 12,3/0,490/ 0,92] 5,8 | 3,27 | 35,6 
15] ,, 5. Toluol bei 30° . ./22 | 10,510,590| 0,92] 4,8| 2,80 | 25,4 


In den Verlauf der Autolyse gewahrt die Untersuchung 
einer Reihe von Proben einigen Kinblick. Die Verfliissigung 
der Hefe vom Zeitwert 25,4 wurde unverdiinnt mit Toluol bei 
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30° und nach dem Verdtinnen mit dem gleichen Gewicht Wasser 
die Autolyse unter Neutralisation bei derselben Temperatur 
vorgenommen, Die Freilegung des Invertins war in 10 Stunden 
beendet. Dariiber hinaus beobachteten wir die Autolyse noch 
weitere 24 Stunden, in einem Teil bei 30°, in einem anderen 


bei Zimmertemperatur. Das Gewichtsverhiltnis des Invertins | 


zu seinen Begleitstoffen ist, wie aus der Tab. 4 hervorgeht, zu 
Anfang, wihrend und nach der Hefeverfliissigung ungiinstig 
und es verschlechtert sich wieder nach beendeter Invertin- 
freilegung, da eben dann nur noch Fremdkérper in die Invertin- 
lésung tibergehen kénnen. 


Tabelle 4. 


Beobachtung des Autolysenverlaufs. 
(Zeitwert der angewendeten Hefe: 25,4.) 






































5 2 P= B © Hefegummi 
QulQele eel cl of wa 
BElE Sls 13 e538 
m SM leas eal aT eal = 
EIS o[$™ 3lys]a hs! 
oT Slesaiesie33| 3 
q " iene 
~ ame we EG 
1 Probe I $,9]131,0} 20,1 |1,75| 0,85 |115,0 
(sofort nach Verfliissigung) 
2 Probe II | 69,0} 14,5] 86,8 16,10) 2,41 | 44,3 
(nach 5'/, Stunden) | 
3 Probe III 97,0) 11,7 44,3 16,00] 2,69 | 35,2 
(nach 10 Stunden) 
4 Probe IV 101 | 12,2] 50,2 |6,40| 3,06 | 39,0 
(12 Stdn. nach beend. Inv.-Freil.) 
5a Probe Va 102 | 15,1} 63,0 |6,30) 8,75 | 47,5 
(24 Stdn. nach beend. Inv.-F reil.) | 
5b Probe Vb 101 | 14,2] 57,0 16,20) 3,46 | 44,0 
(wie Va, jedoch b. Zimmertemp.) 


Eine Verbesserung der enzymatischen Konzentration in 
den Autolysaten war daher zu erwarten, wenn wir die Hefe 
nach volistindiger Verfliissigung von der ausgetretenen Fliissig- 
keit, dem Verfliissigungssaft, trennten und von neuem mit 
Toluolwasser von 30° zur Freilegung des Invertins ansetzten. 
Unter diesen Umstanden tritt im Laufe der weiteren Autolyse 
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sehr wenig Saéure auf, so daB es zwischen Autolysat mit und 
ohne Neutralisation kaum einen Unterschied gibt. Das Ver- 
fahren der Fraktionierung ergibt gemiB den Beispielen der 
Tab. 5 bei sehr guten Zeitwerten der Autolysate (namlich 
4—2,5) fiir die Hefegummimengen auf 1 S.-E. Werte von nur 
etwa 8 mg, die 30fach giinstiger sind als die in den bisher 
dargestellten Autolysaten aus gewdhnlicher Hefe. 


Tabelle 5. 
. Hefegummi bei fraktionierter Autolyse invertinreicher Hefen. 








Zeitwert | “efegummi- 






































Bestimmung Hefegommi 

| § is 

n ° @ | Sy ms Ea o s 
Nr.| Art der Autolyse | & 3 B a 2 3 2 g's a 
jam} = &p = . fo) Ce —| _ 

» |< 43 /SF | se\23! s 
Fla] Fis [hele] & 
g a om mg 
1 | Tol., neutr., b. 30° | 20,8 | 2,5 | 0,164| 0,18 | 3,4 | 0,87 | 4,96 
21 ,  sauer, b. 30°} 21,0 | 4,2 | 0,094 0,12 4,2 | 0,85 | 8,95 
3 dgl. 17,7 | 3,6 | 0,186] 0,18 | 4,1 | 0,79 | 7,41 
4 dgl. 23,0 | 4,6 | 0,137| 0,16 | 3,6 | 0,72 | 8,29 
5 dgl. 19,8 | 4,8 | 0,165| 0,21 | 4,0 | 0,80 | 8,60 
6 dgl. 22,0 | 3,6 | 0,190] 0,27 | 4,5 | 0,74 | 8,10 


Wenn die unter Fraktionierung gewonnenen Autolysate 
durch Dialyse gereinigt werden, so steigt der Hefegummigehalt, 
auf Treckengewicht bezogen, bei nur 4—5 facher Verbesserung 
des Invertinzeitwertes auf 15—16°/, an, wahrend ein nach 
friheren Methoden (Autolyse bei saurer Reaktion) aus ge- 
wohnlicher Hefe gewonnenes Autolysat durch Dialyse einen 
12fach besseren Zeitwert erreicht und dann einen Gehalt von 
etwa 80°/, Hefegummi aufweist. 

An den Hefegummimengen, die bei der fraktionierten 
Autolyse in Lisung iibergehen, zeigt sich eine eigentiimliche 
Erscheinung, die fiir den Vorteil der neuen Methode der 
Invertinfreilegung mit verantwortlich ist. Wird die Hefe nach 
volistandiger Verfliissigung durch das Zellgift vom Verfliissi- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVII. 17 
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gungssaft getrennt und dann weiter autolysiert, so tritt im 
ganzen viel weniger Hefegummi aus dem Pilze aus, als wenn 
die Autolyse ohne Abtrennung des Verflissigungssaftes durch- 
gefihrt wird. In letzterem Falle betragt der Hefegummi im 
Autolysat 1,9—3,6°/, vom Hefetrockengewicht, hingegen ist 
beim Vérarbeiten der namlichen Hefe die Summe der Hefe- 
gummimengen des Verfliissigungssaftes und des Autolysats 
1—1,3°/, der Trockenhefe (1,01, 1,05, 1,12, 1,27); davon be- 
findet sich etwa */, im abgetrennten Verfliissigungssaft. Last 
man diese Fliissigkeit auf die nach beendeter Freilegung des 
Invertins abgetrennten Heferiickstinde von neuem einwirken, 
z. B. so lange, als die Autolyse zu dauern pflegt, so geht wieder 
Hefegummi in Lésung und zwar die nach jener Differenz zu 
erwartende Menge, wihrend dieses beim Ansetzen der Hefe- 
riickstinde mit Wasser oder angesiuertem Wasser nicht ge- 
schieht. Durch Aufkochen wird der Verfliissigungssaft nicht 
wirkungslos, aber die Wirkung wird vermindert (statt 17 mg 
wurden nach Aufkochen nur 10,9 mg Hefegummi in 26 Stunden 
in Liésung ibergefiihrt, dagegen durch Wasser oder sdure- 
haltiges Wasser nur 1,5 mg). 3 


B. Tryptophan. 


Nachdem eine Untersuchung von H. v. Euler und 
K. Josephson?) vor kurzem die Aufmerksamkeit auf den 
Tryptophangehalt des Invertins gelenkt, zeigte unsere VIII. Ab- 
handlung, daB Tryptophanpeptid nicht anders als Hefegummi 
zu den Fremdkérpern zihit, die sich in buntem Wechsel mit 
dem Enzym vergesellschaften. Es vermag aber aufs hart- 
nickigste dem Invertin anzuhaften und ihm durch die ver- 
schiedenen Adsorptionsvornahmen zu folgen, so daB z. B. das 
beste von den bisher beschriebenen Priparaten nach allen und 
zwar sehr zahlreichen Aso Eee noch 9 °/, Trypto- 
phan aufwies. 

Im folgenden beginnen wir, das Tryptophan in den Hefen 
vor und nach der Anreicherung des Enzyms und in den nach 





1) Chem. Ber. Bd. 57, S. 859 (1924). 
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alten und neuen Methoden gewonnenen Autolysaten zu beob- 
achten. Die Verbesserung der Methode fihrt nun dazu, daB 
ohne irgend eine weitere Reinigung das Invertin schon in dem 
dialysierten Autolysat nur halb so viel Tryptophan mitfihrt, 
als in dem erwihnten Priparat vom Zeitwert 0,15 (S.-W. 6,67), 
in dem auf 1S.-E. 0,67 mg Tryptophan treffen. Es ist, ahn- 
lich wie beim Hefegummi, zweckmaBig, den Gehalt an Trypto- 
phan in Milligrammen, bezogen auf 1 S.-E., anzugeben. 

Die Tryptophanbestimmungen fihren wir gemaB dem Vor- 
bild der Arbeit von H. v. Euler und K. Josephson nach 
der Bestimmungsweise von O. v. Fiirth und F. Lieben®) aus. 
Die Hefe wird fiir die Analyse so wie bei der Hefegummi- 
bestimmung durch Aufkochen mit der 20 fachen Menge 3 °/ iger 
Natronlauge vollstindig in Lésung iibergefihrt, die man mit 
10°/,iger Salzsiure neutralisiert, und zwar aus der Biirette, 
um die Volumvermehrung der Lésung genau zu kennen. 2 ccm 
der Lésung dienen dann fiir die Bestimmung. Die Fliissig- 
keit wird beim Neutralisieren farblos, so daB sie ohne weiteres 
fir die Farbreaktion anwendbar ist. Die Autolysate miissen 
hingegen mit Tierkohle entfirbt werden. 

Gewohnliche Bierhefe und eine 12 mal invertinreichere 
wiesen (Tab. 6) gleichen Tryptophangehalt auf, nimlich 1,1 bis 
1,2°/, des Trockengewichtes. Das Verhilinis Tryptophan zu 
1 S.-E. verbessert sich also in dem MaBe des Invertinzuwachses, 
von 150 auf 13 mg. 

















Tabelle 6. 
Tryptophan in gewéhnlicher und in invertinreicher Hefe. 

Zeitwert der Hefe ‘Tiyptoshan 
Nr. h 

- = Proz. des auf 1 §.-E. 

der Fiihrung Trockengew. mg 

la 261 _ 1,17 152,5 
1b 261 on 1,14 149,0 
2a 165 oo 1,20 13,2 
2b 165 22 1,14 12,6 

















1) Biochem. Zs. Bd. 109, 8. 124 (1920). 
17* 
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Die tiblichen Verfahren der Intertinfreilegung holen mit 
dem gesamten Enzym die Hialfte des Tryptophans aus der 
Hefe heraus, aus gewdhnlicher und aus invertinreicher. Dem- 
gegentiber erzielen wir mit der gebrochenen Autolyse eine 
Verbesserung, wie die Tab. 7 erkennen lift. Mit allem Invertin 
geht nur etwa '/, des Tryptophans in Lisung, 2,3—3,5 mg 


auf 1 SE, der Quotient “"YP%P"*" wird also 50mal ginstiger, 
als in gewohnlicher Bierhefe. 









































Tabelle 7. 
Tryptophangehalt der Hefeautolysate. 
Zeitwert Tryptophan 

2 | o] & 

> | om & egy 

Nr. Art der Autolyse 3 sis & 2 w 

= . en 

» | S 1Bai231 ¢ 

3 | 8 |a& else ° 
eo Ss e hi a 

1 Tol., sauer, ohne Verfl., b. 18° | 261 | 142 0,96 | 0,52 | 68 

2 dgl. 280 |117 | 1,80 | 0,66 | 76 
3a Tol., sauer, Verfil., b. 30° 19,8; 12,3 | 1,04 | 0,59 | 6,4 
8b | Tol., sauer, Verfl., frakt., b. 30°] 19,8] 4,8] 1,08 | 0,23 | 2,3 
ta Tol., sauer, Verfl., b. 30° 20,2; 10,3 | 1,05 | 0,49 | 5,4 
4b | Tol., sauer, Verfl., frakt., b.30° | 20,2; 4,9] 1,00 | 0,28 | 2,4 
5a Tol., sauer, Verfl., b. 30° 22,0; 10,5] 1,27 | 0,60 | 6,6 
5b | Tol., sauer, Verfl., frakt., b. 30°} 22,0| 3,6] 1,97] 0,82 | 3,5 
6 dgl. 23,0| 4,6] 1,84 | 0,26 | 3,0 
1 dgl. 23,6| 4,4] 1,17 | 0,20 | 2,6 


Bei der fraktionierten Autolyse bleibt nicht nur die Menge 
des in die Invertinlésung gehenden Tryptophans zuriick hinter 


Tryptophan aus 100 g wasserfreier Hefe. 











Autol. 
Hefe ? 
o Tol., sauer, 








Ebenso, frakt. Autol. 

















Setewert Verfl., b. 30° | Ver4.-Saft | Autolysat Summe 
22,0 0.60 ¢ | 0,085 g 0,32 g 0,355 g 
20,2 0,49 g 0,028 g 0,28 g 


0,258 g 








H | 
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der Menge in iiblichen Autolysaten; es ist sogar wie beim 


Hefegummi die Summe des Tryptophans im Verfliissigungssaft 
und in der Invertinlésung niedriger als in dem ohne Frak- 
tionierung durchgefihrten Parallelversuch. 


Der Tryptophan-Invertinquotient der Autolysate verbessert 
sich (Tab. 8) bei der Dialyse, waihrend dabei der Hefegummi- 
gehalt des Invertins unverandert bleibt. Ein Autolysat, aus 
gewohnlicher Hefe nach den alten Methoden gewonnen, verlor 
in der Dialyse mehr als 90°/, vom Tryptophan. Auch beim 
verhaltnismaBig tryptophanarmen Invertin aus der fraktionierten 
Autolyse invertinreicher Hefen sank der Quotient auf 1/,—1/,,. 
Den giinstigsten Wert, 0,34 mg auf 1 S.-E., erreichte ein 
dialysiertes Autolysat vom Invertinzeitwert 0,55. In diesem 
Fall ist das bei invertinreicher Hefe schon sehr giinstige Ver- 


‘haltnis von Tryptophan zu Invertin noch 35 mal besser als in 


der Hefe. Die Dialyse ist in diesem Versuch (Nr. 4 der Tab. 8) 
nach 14 Tagen abgebrochen worden, gewi8 ohne daB sie be- 
endet war. In den anderen Versuchen der Tabelle schloB sich 
an 8tagige Dialyse mit langsam strémendem, destilliertem 
Wasser noch eine 8—4stiindige Elektrodialyse an. 


























Tabelle 8. 

Abnahme des Tryptophans bei der Dialyse roher Invertinlésungen. 
Vor der Dialyse | Nach der Dialyse 

Trypto- Trypto- 

4 oo phangeh a phangeh. 

Nr. Art der Autolyse ee cel 58 =| a 

4 2 D 

sig Bp OB [RAs | w 

“iEe) 2 | =|2e 5 

) | mg E | mg 

1 | Tol., sauer, ohne Verfl., b. 18°}117 | 1,30, 76 | 9,8 | 1,12 | 5,50 
2 | Tol., sauer, Verfl., frakt.,b. 30°} 4,9/1,00| 2,4 | 0,95 | 1,52 | 0,72 
3 dgl. 3,9/ — | (ca.8)] 0,98 | 1,81 | 0,88 
4 dgl. | 2,6} — | (ca. 8)] 0,55 | 1,28 | 0,84 
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C. Invertin aus der fraktionierten Entleerung der Hefe. 

Auf invertinreiche Hefe wird die Methode der II. Ab- 
handlung’) tibertragen, die Hefe nach Abtétung ihrer Frei- 
legungsenzyme proteolytisch zu entleeren unter Erhaltung ihres 
Invertingehaltes und dann das Invertin durch diastatische Ein- 
wirkung in Freiheit zu setzen. Das merkwiirdige Experiment 
verliuft mit Hefe von 14fach héherem Invertingehalt ganz 
ebenso wie in der Beschreibung von Willstatter und Racke. 
Die am Ende erhaltene Hefeauflésung ist Invertin vom Zeit- 
wert 2,7; die enzymatische Konzentration ist also nicht gréBer 
als bei der einfachen neuen Methode der fraktionierten Selbst- 
auflésung, weil nimlich die Diastase sehr viel Hefegummi in 
Lésung bringt. Die Menge Hefegummi auf 1 S.-E. betrigt 
57 mg. Aber die rohe Invertinlésung ist arm an Eiweib- 
spaltungsprodukten, so daB das Verhiltnis Tryptophan auf 
1 S.-E. (0,51 mg) ohne weiteres besonders giinstig ist. Diese 
Menge auf 18.-E. ist um ein Drittel geringer als in dem 
Invertinpraparat vom Zeitwert 0,15, in dem die Adsorptions- 
methode das Ende ihres Leistungsvermégens erreicht hatte. 
Der Tryptophangehalt ging aber dann bei einer Dialyse von 
21 Tagen nur auf 0,48 mg pro 1 S.-E. zuriick; die Lésung ist 
eben frei von Protease und sie enthalt das Tryptophan in 
schwer dialysierbarer, hochmolekularer Form. 

Wiahrend die analytischen Daten bei derartig fraktionierter 
Entleerung von gewohnlicher Hefe wenig Bemerkenswertes er- 
gaben (Tryptophangehalt 8,61 mg auf 1 S.-E.), bot die Analyse 
(Tab. 9) beim Versuch mit invertinreicher Hefe eine bemerkens- 
werte Erginzung des in der Il. Abhandlung beschriebenen 
Experimentes. 

Das Ausgangsmaterial, 140 g abgepreBte Hefe von 23°/, 
Trockengewicht, enthielt 30,6 S.-E. gema8 ihrem Zeitwerte 21. 
Die Abtétung durch Essigester bei 37° wihrend 1'/, Stunden 
verlief so, daB die Hefertickstande kein Invertin mehr ohne 
Hilfe fremder Enzyme in Liésung schicken konnten. Der Ver- 





) R. Willstatter u. F.Racke, Ann. d. Chem. Bd. 427, S. 111 
(1921). 
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fliissigungssaft enthielt sehr wenig Invertin, Hefegummi und 
Tryptophan. Die Entleerung durch Pepsin in 9 tagiger Ein- 
wirkung bei 30° verlief mit geringem Invertinverlust, wahrend 
dabei an Tryptophan */,°/, des urspriinglichen Hefetrocken- 
gewichtes in Lésung gingen, also etwas mehr als sonst zu- 
sammen mit allem Invertin. Die letzte Phase des Experi- 
mentes war die Behandlung (71/, Tage, 30°) der Heferiick- 
stinde mit gereinigter Malzamylase. Dabei entstand eine Auf- 
lésung mit fast allem Invertin (28,6 E.) und mit viel Hefe- 
gummi (1,4240 g), aber nur (héchstens) 0,0131 g Tryptophan. 


Tabelle 9. 


Verlauf der fraktionierten Entleerung invertinreicher Hefe. 
(140 g Hefe: Zeitwert 21, Trockengew. 23 °/,, 30,6 S.-E.) 

















Verfliiss.-Saft chaise pace 
Auszug Auszug 
In Lésung gegangene 
Trockensubstanz (g) 5,97 11,7 3,40 
Geléstes Invertin ; Zeit- 
wert. . . . . . |0,80S.-E.; 390] 0,475S.-E.; 498] 28,68.-E.; 2,71 
‘in Lésung ge- 
gangen (g) . 0,0221 0,1960 1,424 
Hefe- | Proz. der ang. 
gummi) Trock.-Hefe . 0,068 0,61 5,2 
auf 1 §.-E. 
oe. 12,1 413 56,8 
‘in Lésung ge- 
: gangen (g) . 0,0084 0,289 0,0181 
Tryp- } Proz. der ang. 
tophan) Trock.-Hefe . 0,026 0,75 0,047 
auf 1 S.-E, 
htee Sol. 27,8 504 0,51 














| D. Phosphor. 

In den letzten Jahren war die Frage strittig, ob Invertin 
eine Phosphorverbindung sei. R. Willstatter, J. Graser 
und R. Kuhn?) gelangten aber durch weitgehende Reinigung 
zu Invertinpraparaten n,, p und / (Zeitwerte: 0,50, 0,29, 0,20) 





1) III. Abh., Diese Zs. Bd. 128, S, 1 (1922). 
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von nur 0,006, 0,02 und 0,027 °/, Phosphorgehalt. Hier trafen 
auf 18.-E., das ist 10mg vom Zeitwert 0,20, nur 0,0015, 
0,0029 und 0,0027 mg Phosphor. In gewoéhnlicher Hefe fanden 
wir’) dagegen auf 158.-E. die 100000 fache Menge Phosphor 
(2,25 °/,). Der Phosphorgehalt andert sich merkwirdigerweise 
gar nicht bei unserer Girfiihrung mit niedriger Zuckerkonzen- 
tration und bei Gegenwart von viel Phosphat. Die sehr in- 
vertinreich gewordene Hefe enthielt ebenfalls 2,28 °/, Phosphor. 
Von dieser Phosphormenge begleitet ein groBer Teil das In- 
vertin in die Autolysate. Diese werden bis zum Verschwinden 
der Reaktion mit Kleinmannschem?) salzsauren Strychnin- 
Molybdatreagens dialysiert und elektrodialysiert. Danach ent- 
hielt die Invertinlésung noch 0,1°/, des ‘Trockenriickstandes 
an Phosphor. Dieses ist bei Invertin aus invertinarmer und 
invertinreicher Hefe 0,7 bzw. 0,07 mg, auf 158.-E. bezogen, 
also 1/,,, der urspriinglichen Phosphormenge. 





























P,O, r 

Proz. des jauf18.-E.] Proz. des |auf1S.-E. 

Trockengew. mg {|Trockengew. mg 

a) Gewéhnliche Hefe 5,11 670,0 2,25 294,0 

b) Invertinreiche Hefe 5,18 56,8 2,28 25,1 
c) Dial. Autol. aus a) 0,32 1,570 0,14 0,6880 
d) Dial. Autol. aus b) 0,27 0,134 0,12 0,0588 

a) 0,2400 g gew. Hefe vom Zeitwert 261 gaben 0,3682 g Molybdat. 

b) 0,2480g ,, ”» 9» ” 22, «0,785 g ” 


c) Hudson-Autol. aus gew. Hefe v. Zeitw. 117, Dialysat v. Zeitw. 9,8; 
0,1950 g Trockenriickst. entspr. 0,0187 g Molybdat. 

d) Frakt. Autol. invertinreich. Hefe v. Zeitw. 3,9, Dialysat v. Zeitw. 0,98; 
0,0898 g Trockenriickst. entspr. 0,0074 g Molybdat. 


It. Verfahren der fraktionierten Autolyse. 


Unsere Abhandlungen I und IT zur Kenntnis des Invertins 
stellten das Ziel der praparativen Methode auf, den enzyma- 





1) H. y. Euler und P. Lindner fihren in der ,,Chemie der Hefe“ 
(Leipzig 1915) die Analyse von F. Schénfeld an, der in verschiedenen 
Hefen 1,95—2,52°/, Phosphor findet. 

*) H. Kleinmann, Biochem. Zs. Bd. 99, 8. 150 u. zwar S. 174 (1919). 
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tischen Vorgang der Invertinfreilegung von der allgemeinen 
Selbstauflésung der Hefe zu trennen und so zu leiten, dab 
das Invertin vollstindig in Lésung geht zusammen mit még- 
lichst wenig von anderen Inhaltsstoffen der Hefe. Die Ver- 
besserung der enzymatischen Konzentration beim Ubergang 
des Enzyms vom Pilz in das Autolysat driickt sich im Steigen 
des Saccharasewertes aus oder im Sinken des reziproken In- 
vertinzeitwertes, der bei dem verdiinnten Material ein an- 
schaulicheres Maf8 ist. 

1. Das Verfahren (I. Abh., 8.53) der Autolyse bei Zimmer- 
temperatur durch Einwirkung von Toluol auf die mit gleichem 
oder doppeltem Gewicht Wasser verdiinnte Hefe ergab in 4 
bis 7 Tagen Invertinlésungen, deren Konzentration doppelt so 
groB war wie in der Hefe; aus Hefen vom Zeitwert 350 bis 
230 Autolysate vom Zeitwert 206 bis 160. 

2. Das abnliche Verfahren (I. Abh., 8S. 54) unter Neutra- 
lisieren der auftretenden Siaure fiihrte in 3—4 Tagen zu 
Autolysaten von fast dreifacher Konzentration im Vergleich 
zur Trockenhefe; Zeitwert 142—114. 

3. Das Verfahren der raschen Autolyse bei neutraler Re- 
aktion (VIII. Abh., S. 266) bestand in der Einwirkung von Chloro- 
form auf unverdiinnte Hefe, Verdiinnen und Neutralisieren erst 
nach der Verfliissigung und Autolyse in 1—2 Tagen. Die Auto- 
lysate haben bei 90°/, Ausbeute ungefaihr dreimal giinstigere 
Zeitwerte als die Trockenhefe; Hefen 315 und 264, Autolysate 
99 und 86. 

Eine wesentliche Verbesserung dieser Reinhei e er- 
méglichte die Verarbeitung von Hefe, deren Invertingehalt 
durch geeignete Girfiihrung gesteigert worden ist. Von dem 
bisherigen Stand der Methode gibt die neue Monographie von 
0. Svanberg') (Stockholm) eine Darstellung, wonach aus in- 
vertinreicher Hefe vom Zeitwert 90 wahrend mehrerer Wochen 
Autolysensafte vom Zeitwert 45 (S.-W. = 0,022) entstehen. 

Auf unsere in der vorangehenden Abhandlung beschrie- 





1) E. Abderhaldens ,,Handb. der biologischen Arbeitsmethoden“, 
Abt. IV, Teil 1, Heft 2, Lieferung 154 (1925) u. zwar S. 258. 
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benen invertinreichen Hefen (Zeitwert ungefahr 20; S.-W. 0,05) 


war das dritte Verfahren nicht mit gleichmafigem Erfolg an- : 


wendbar. Hefen, die sich vor der zur Verbesserung des In- 
vertingehaltes dienenden Garfiihrung rasch und mit guter Aus- 
beute autolysieren lieBen, erlitten des dfteren, wenn sie invertin- 
reich geworden, durch Behandeln in unverdiinntem Zustand 
mit Chloroform und im Verlauf der Neutralautolyse eine Schi- 
digung des Freilegungsenzyms. Die Ausbeute an Invertin er- 
reichte in einer Anzahl von Beispielen nur 50—70°/,. 

Der Verlauf war gleichmaBiger mit Toluol und die Dauer 
der Autolyse lieB sich durch Verfliissigung der unverdiinnten 
Hefe bei 30° und Autolyse bei derselben Temperatur ab- 
kiirzen. Da bei der Abtétung der Hefe ein an Invertin armer, 
an Hefegummi und anderen Fremdkérpern _ verhiltnismibig 
reicher Saft austrat (vgl. den analytischen Abschnitt I), wurde 
der Reinheitsgrad der Autolysate durch Abtrennung der Hefe 
vom Verfliissigkeitssaft und Wiederansetzen mit Wasser und 
Toluol verbessert. Dies ist das Verfahren der vorliegenden 
Arbeit. Die Dauer der Verfliissigung betrigt etwa 45 Minuten 
die Dauer der Autolyse nach derselben, von einer Hefeprobe 
zur andern wechselnd, 6 bis 24 Stunden. Ohne Abtrennung 
erreichen wir mit Hefen vom Zeitwert ungefihr 20 zunichst 
Autolysate vom Zeitwert 12—8, nach dem -neuen Verfahren 
der gebrochenen oder fraktionierten Freilegung aber solche 
vom Zeitwert 5—2,5 (S.-W. 0,2—0,4). Gegeniiber unseren 
friiheren Verfahren wird also die enzymatische Konzentration 
der rohen Invertinlésungen auf das 30- bis 50 fache gesteigert 
und die Zahl der Saccharaseeinheiten in einem bestimmten Vo- 
lumen Autolysat aufs 10 fache (etwa 10 S.-E. in 100 ccm). 

Es ist eine eigentiimliche Erscheinung bei der Abtrennung 
des Verfliissigungssaftes, der viel freie Siure enthalt (z. B. sind 
fir 1 kg Hefe 20 ccm 10°/, iges Ammoniak zur Neutralisation 
erforderlich), daB danach von der Hefemasse nur noch wenig 
oder keine Séiure mehr gebildet und abgegeben wird, wihrend 
die im Verfliissigungssaft der Autolyse unterliegende Hefe in 
langer Zeitdauer allerdings in immer schwicherem Mabe Siure 
produziert. Bei dem neuen Verfahren verschwindet der Unter- 
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schied zwischen Autolyse bei saurer Reaktion und bei neutraler 
Reaktion. 

Die Autolysate enthalten HefeeiweiB in geschontem Zu- 
stand, indessen viel weniger als beim Verfahren der VIII. Ab- 
handlung. Um von vornherein die Autolysate reiner zu er- 
halten, sfuern wir sie vor dem Abtrennen von den Heferiick- 
stinden ein wenig an und befreien sie dadurch ohne eine 
besondere Filtration fast ganz von KiweiB. 


Tabelle 10. 
Gebrochene Freilegung des Invertins mit Toluol bei 30°. 




















Ausbeute! 7. 
Zeitw. der gs i gion Zeitw. der} Dauer der} in Proz. mee 
Nr.} Ausgangs- ang she Abtr.- Autolyse |v. angew. ord 
hefe Hefeinv. fliissigk. | in Stdn. | ~ Hefe- lysates 
invertin 
1] 15,0 7,6 a 3 27 
| 25 70 3,0 
2 17,7 5,6 48,5 - 55 
nF Ss 3,6 
3 19,4 13,8 30,5 5,5 81 
7 88 2,6 
4 20,8 4,8 7 6,5 91 2,5 
5} 22,0 2,6 119 7,5 15 
10 100 4,3 
6 22,0 23 14,1 5,5 62 
18 100 3,6 
7} 23,0 4,6 xB 5,5 63 
7 9,5 100 4,6 
8 28,9 1,1 = 6 eee 
10 98 3,9 




















Beispiel: 340 g invertinreiche Hefe, die abgepreBt 23,5°/, 
Trockengewicht hatte, enthielt beim Zeitwert 19,4 83 S.-H, 
etwa soviel als 5 kg gewohnliche Hefe. Die Hefe, vorgewirmt 
im Thermostaten, verriihrten wir bei 30° kriftig mittels eines 
dicken Glasstabes mit 35 com auf 80° erwirmtem Toluol. Die 
‘Verfliissigung, die bei Zimmertemperatur Stunden erfordern 
wiirde, erfolgte in 45 Minuten und zwar so, da8 der Brei recht 
diinnfliissig war. Man verdiinnte mit 340 com Wasser von 
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30°. Hs ist fir die Gewinnung eines hochwertigen Autolysates 


giinstig, mit dem Abtrennen noch etwa 1—11/, Stunden zu | 


warten. Dann fillten wir zu 1 Liter auf und trennten mittels 
der Zentrifuge die Heferiickstiinde ab, die noch mit 1 Liter 
Wasser von 30° ausgewaschen wurden. Der abgetrennte Ver- 
flissigungssaft mitsamt dem Waschwasser enthielt in unserm 
Beispiel 13,8°/, des angewandten Invertins und 17,4 g Trocken- 
substanz, d.i..22°/, des Hefetrockengewichts, so daB also der 
Zeitwert dieser ersten Fraktion 30,5 betrug. 

Die Heferiickstinde werden sogleich mit 340 ccm toluol- 
gesittigtem Wasser von 30° unter Zusatz von Toluol aus den 
Zentrifugenbechern herausgespilt. Die Autolyse nimmt im 


Thermostaten bei 30° ihren Fortgang. Nach beispielsweise 5 | 


und 7 Stunden entnehmen wir, um den zeitlichen Verlauf der 
Freilegung zu verfolgen, Proben von 5 ccm, die klar filtriert 
zur Bestimmung des Vergleichszeitwertes*) angewandt werden. 
1/,, spater '/, com reicht dafiir. Die entstehende Invertinlésung 
ist schon bald sehr konzentriert, so daB 50°/, ige Spaltung 
der 4,75°/, igen Rohrzuckerlésung in 10,44 und 9,54 Minuten 
erreicht wird, also von 1 ccm Invertinlésung, der Definition 
des Vergleichzeitwertes gem&B in 2,61 und 2,38 Minuten. Die 
Ausbeuten sind danach, eingerechnet das Invertin der ab- 
getrennten Flissigkeit, bei idealer Filtration 81 und 88°/, des 
angewandten Hefeinvertins. 

An diesem Punkt, in anderen Beispielen bei einem etwas 
spiteren, aber unter Vermeidung unndtig langer Dauer, wird 
die Autolyse abgebrochen. Die Dauer ist also ein Arbeitstag 
oder ein ganzer Tag. Vor der Isolierung der Lésung wird der 
diinne Brei zur Beseitigung von etwas gelistem HiweiB vor- 
sichtig unter tiichtigem Umrihren mit n/20-Essigsiure an- 
gesiuert und zwar bis zur Rotfarbung von Lackmus. Dann 
siuert man noch etwas mehr an; man stellt namlich mit 
Methylrot auf p, = 3,5—4 ein. Dafiir waren 220 ccm der 
Essigsiure erforderlich. Das Autolysat wird mittels der Zen- 
trifuge von den Heferiickstinden abgetrennt, die wir nicht 





1) III, Abh., Diese Zs. Bd. 128, S. 1 (1922) u. zwar S. 24. 
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nachwaschen, und, da es etwas tribe ist, durch Einriihren von 
ein wenig gegliihtem Kieselgur geklirt. Nach dem Filtrieren 
durch groBe diinne Filter stellt man die Reaktion der Fliissig- 
keit mit verdinntem Ammoniak wieder auf neutral ein, z. B. 
auf volien Umschlag von Bromkresolpurpur. 

Das Autolysat, 2,55 Liter, enthielt 53 S.-E., d. i. 85°/, des 
in der Hauptfraktion der Autolyse gelésten Invertins und 64°/, 
des Gesamtinvertins der angewandten Hefe. Das Trocken- 
gewicht betrug 6,72 g, d.i. 8,5°/, der Trockenhefe. Der Zeit- 
wert des Autolysates war 2,6 (S.-W. = 0,385). 

Die Invertinlésungen, die das neue Verfahren liefert, sind 
weit schwicher gefairbt als die friiheren, sie sind sehr schwach 
griinlich, wahrend der abgetrennte Verfliissigungssaft tief gelb 
ist. Die Millonprobe fallt deutlich aus, nach der Dialyse 
schwach, aber merkbar. 

Uber den zeitlichen Verlauf, die Ausbeute und enzyma- 
tische Konzentration berichtet die Tab. 10 an einigen weiteren 
Beispielen. 


III. Adsorptionsverhalten des Invertins aus der fraktionierten 
Autolyse. 


Die neuen Hefeausziige sind ein giinstiges Material fir 
die Darstellung von Invertin im Reinheitsgrade von ungefahr 
S.-W. 5. Uberraschend leicht gelingt es durch eine einzige 
Adsorption mit Kaolin ohne Alterung, ohne Alkoholfallung 
oder andere Vorreinigung hnlich reine Praparate zu gewinnen, 
wie friher durch Vorreinigung und mehrere Adsorptions- 
vornahmen. Die Invertinlésungen zeichnen sich auch nach 
der Reinigung durch Bestiindigkeit aus. Sie sind durch Be- 
gleitstoffe, mit denen sie adsorptiv zusammenhingen, geschiitzt. 

Es scheint, daB solche unter den schiarferen Bedingungen 
der Autolyse (30°) verhdltnismaiBig reichlicher und rascher 
entstehen, als z. B. bei dem vorsichtigen Autolyseverfahren der 
VU. Abhandlung mit Chloroform bei Zimmertemperatur. Nach 
dem Alteren und dem neuen Verfahren dargestellte Invertin- 
priparate von demselben Saccharasewert 5 sind von ungleicher 
Beschaffenheit und Zusammensetzung. In den Alteren diirfte 
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das Invertin von mehr anderer Enzymsubstanz begleitet sein § 


als in den neuen, da bei der Enzymvermehrung in der Hefe 
das Invertin gegeniiber den anderen Enzymen stark bevorzugt 
wird. Bei gleichem Reinheitsgrad wird daher in einem der 
neuen Priparate ein gréBerer Anteil von enzymfremden Be- 
gleitstoffen enthalten sein. Damit hingt es zusammen, daf 
die enzymatische Konzentration, wihrend man so leicht etwa 
zu S.-W. 5 gelangt, iiberraschend schwer weiter zu steigern 
ist. Die Adsorptionsverfahren, wie sie bisher angewandt wurden, 
fihren mit diesen Invertinpriparaten nicht zu héheren enzy- 
matischen Konzentrationen. 


1. Adsorption durch Kaolin. 


Aus frischem Autolysat vom Zeitwert 3,6, n/5-Essigsiure, 
bei einer Verdiinnung 1 S.-E. in 1/, Liter, 1 oder 4 Liter, wurde 
das Invertin von Kaolin mit dem hohen Adsorptionswert 0,22 
aufgenommen. Die Elution mit 0,5°/, iger Diammonphosphat- 
lésung ergab 77°/, Ausbeute. Nach der Ausfallung von Phos- 
phorsiure und der Dialyse, die ohne Verlust verlief, besaB das 
Invertin den Zeitwert 0,177 (S.-W. 5,65). Dieser Reinheits- 
grad verbesserte sich gar nicht bei einer darauffolgenden Rei- 
nigung mit Tonerde. Aus neutraler Lésung in Verdinnung 
von 18.-E. in 50 com durch Tonerde C zu 80°/, mit Adsorp- 
tionswert 23 adsorbiert und durch 0,5°/, igen Diammonphosphat 
eluiert (I. Elution 75°/,, Il. Elution 17°/, des adsorbierten 
Invertins), wies das Invertin wieder S.-W. 5,56 auf. Der Tryp- 
tophangehalt betrug nach der Reinigung mit Kaolin 3,7, nach 
der mit Tonerde 3,9°/,. Aus einem anderen Autolysat ging 
unter denselben Bedingungen Invertin vom S.-W. 5,88 hervor, 
dessen Tryptophangehalt 4,1°/, betrug. 

Mit diesen Erfahrungen steht im Hinklang, daB das Pri- 
parat vom S.-W. 5,65, vor und nach der Tonerdeadsorption 
gepriift, dieselbe Adsorptionskurve eines annihernd einheit- 
lichen Stoffes ergab (s. Fig.). Dies ist, wie in der VIL*) und 
VIII. Abhandlung erliutert, nicht die Adsorptionsisotherme der 





1) H. Kraut u. E. Wenzel, Diese Zs. Bd. 142, S. 71 (1925). 
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Saccharase, sondern die eines enzymhaltigen Fremdstoffes oder 
adsorptiv verbundenen Gemisches von Fremdstoffen. Erheblich 
abweichende Adsorptionskurven beobachteten wir mit demselben 
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_—_ 
Tonerdeadsorption eines Invertinpriiparates (d. Kaolin gereinigt) vom 
S.-W. 5,65 bei verschiedenen Acidititen (Verd. 1 : 50). 


Praparat in saurer (s. Fig., Kurve IJ) oder in schwach alka- 
lischer (s. Fig., Kurve III) Lésung. Darauf gegriindete Ver- 
| suche, z. B. den Reinheitsgrad durch Voradsorption zu steigern, 
schlugen fehl. Als durch fraktionierte Adsorption mit Tonerde 
aus n/1000 essigsaurer Lésung 40°/, des Invertins in 2 An- 
teillen entfernt wurden, war der Saccharasewert der Restlisung 


wieder 5,37 und der Tryptophangehalt 4,1°/,. 


2. Alterung der Autolysate. 


Obwohl die Invertinlésungen aus der fraktionierten Autolyse 
arm an proteolytischem Enzym sind, wird auch bei ihnen die 
Adsorbierbarkeit durch Alterung verbessert. Dies wird schon 
in wenigen Tagen bei Zimmertemperatur deutlich, viel rascher 
bei 80°. Wir bewirken das Altern durch beispielsweise ein- 
| tigiges Erwirmen des toluolhaltigen Autolysates auf 30° im 
Thermostaten. Von hdheren Adsorptionswerten (0,87, 0,44, 
0,52) abgesehen, verliuft die Adsorption mit Kaolin nach 
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Alterung ebenso wie mit den ganz frischen Autolysaten. In. 
vertinpraparate vom S.-W. 4,76 und 4,35 wurden erhalten, die 
sich danach durch eine Tonerdeadsorption nur auf 4,70 ver. 
besserten. 

3. Dialysate. 

Da die nach den bisherigen Verfahren gewonnenen Auto- 
lysate das Invertin in sehr unreinem Zustand enthalten, war 
durch Dialyse oder Elektrodialyse keine wesentliche Reinigung 
zu erzielen. Anders bei den 30 fach reineren Invertinlésungen. 


Allein durch Dialyse der Autolysate l4Bt sich dieselbe enzy- [ 


matische Konzentration (Zeitwert 0,55) erreichen wie in unserer 
Abhandlung I nach den Adsorptionen mit Tonerde und mit 
Kaolin. 

In den ersten Tagen tritt im Dialysator ein flockiger 
Niederschlag auf, wovon abfiltriert wird. Spiater triibt sich die 
Fliissigkeit nochmals. Die Invertinlésungen werden farblos 
und geruchlos. Der Tryptophangehalt geht mehr und mehr 
zuriick, z. B. auf 1,23°/,. Die Millonprobe wird viel schwicher, 
bleibt aber noch deutlich, der Hefegummigehalt steigt auf 15°/, 


an. Der Adsorptionswert von Kaolin (n/5-Essigsiure, Ver- 


diinnung 1 EK. in 3/, Liter) steigt bis zu einem 4bnlich hohen 
Wert (1,04) wie bei einem guten Invertinpriparat. 


In einigen Beispielen lieferten Autolysate vom Zeitwert 3,9 § 
und 4,9 durch 7—8 tagige Dialyse aus sogenannten Fischblasen 


und 8—4stiindige Elektrodialyse mit 98°/, Ausbeute Invertin- 
lésungen vom Zeitwert 0,95—0,98. Ein Autolysat vom Zeitwert 
2,6 verbesserte bei 14 tagiger Dialyse (ohne Elektrodialyse) mit 
Verlust von 12°/, den Zeitwert auf 0,55. 

Wenn man das Invertin aus dialysiertem Autolysat, den 
giinstigen Adsorptionswert ausniitzend, durch Kaolinadsorption 
reinigt, so findet man das Enzym weniger geschiitzt, den Ver- 
lust am Kaolin also gréBer. Hin Dialysat vom Zeitwert 0,95 
lieferte mit 67°/, Ausbeute eine Elution, worin das Enzym 
den S.-W. 5,18 aufwies. Es war frei von Hefegummi, es unter- 


schied sich von den anderen Praparaten dieser Art durch ge- § 


ringen Tryptophangehalt. Das Dialysat enthalt nur noch 1,5, 


das Praparat nach der Kaolinadsorption 0,7 (+ 0,2)°/, Tryptophan. f 
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4, Anwendung der Tonerdeadsorption. 


An Invertin vom S.-W. etwa 5 machte man in der VIIL. Ab- 
handlung die Erfahrung, dab es Aggregate von Saccharase mit 
Fremdstoffen gibt, z. B. mit Tryptophanpeptid, die, obwohl ihre 
Auflésbarkeit nachgewiesen ist, doch nicht durch auswahlende 
Adsorption mit Tonerde zerlegt werden kénnen. ,,Damit war 
das Ende der Niitzlichkeit dieses Verfahrens erreicht.‘ Ver- 
suche in den voranstehenden Abschnitten haben diese Er- 
fahrung bestatigt. Abanderung der Liésungsaverhiltnisse, z. B. 
der Konzentration, der Aciditét, Zusatz von Alkohol, der in 
einer Konzentration von 30°/, (A.-W. 44 gleich wie ohne Al- 
kohol) bei 0° bei raschem Arbeiten ertragen wird, gestalten 
die Wirkung der Tonerde nicht in héherem MaBe selektiv. 
Nur durch Zusatz von Rohrzucker zur Invertinlésung, mit oder 
ohne Monokaliumphosphat, erzielten wir in einigen Beispielen 
bei Adsorption mit Tonerde erwihnenswerte Verbesserungen 
der Reinheitsgrade. Das Verhalten verschiedener Invertin- 
lésungen, die unter gleichen Bedingungen gepriift wurden, war 
indessen so ungleich, daB nicht eine Methode der auswahlenden 
Adsorption angegeben werden kann, sondern nur einzelne Ver- 
suche zu dem Ziele, die adsorptiv zusammenhingenden sac- 
charasehaltigen Gemische aufzulockern. 

- Adsorption des Invertins aus’Rohrzuckerlisung: 
Kin Autolysat vom Zeitwert 2,5 wurde mit ahnlichem Erfolg 
wie durch Dialyse mit der Alkoholfaillung gereinigt. Dies ge- 
lang bei einem an fallbaren Stoffen so armem und schon so 
reinem Ausgangsmaterial nur bei tiefer Temperatur und nur 


unter gleichzeitiger Bildung von Tricaleiumphosphat, abnlich 


wie im Abschnitt II, B der VIII. Abhandlung. Das so erhaltene 
Invertin vom Zeitwert 0,68 erreichte, in tiblicher Weise mit 
Tonerde gereinigt, den Zeitwert 0,24 und enthielt 3,7°/, Tryp- 
tophan. Von diesem Priparat lésten wir 6,4 8.-E. in 278 com 
Wasser, fiigten 330 com 20°/, ige Rohrzuckerlésung und nach 
Umschiitteln sofort 38 ccm Tonerdesuspension (enthaltend 
0,114 g Al,O,) hinzu. Das Adsorbat wurde so rasch wie 
méglich mittels der Zentrifuge abgetrennt und mit Diammon- 
phosphat eluiert. Die Tonerde hatte mit A.-W. 44 (fast ebenso 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVII. 18 
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wie in reiner waSriger Lésung) gewirkt und 80°/, des Enzyms 
aus der Zuckerlésung aufgenommen. Die Elution enthielt 
4,70 E., also 93°/, der adsorbierten Menge. Die Dialyse und 
Elektrodialyse verlief ohne Verlust. Das Priaparat wies den 


Zeitwert 0,157 (S.-W. 6,35) und fast unverinderten Tryptophan- 


gehalt (3,9°/,) auf. 

Voradsorption in Gegenwart von Rohrzucker und 
primairem Phosphat: Fir diesen Versuch diente ein Pri- 
parat von ahnlicher Vorgeschichte, dessen Zeitwert nach der 
Reinigung mit Tonerde 0,28 und dessen Tryptophangehalt 
3,6°/, war. 

6,3 S.-E. in 255 com wurden mit 3,1 g KH,PO, versetzt. 
Dann vermischten wir die Enzymlésung mit 315 ccm 20°/, iger 
Rohrzuckerlésung und nach Umschiitteln sofort mit 60 ccm 
Suspension von 0,180 g Tonerde. Das entstandene, sofort mit 
der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat enthielt 2,50 E., also 
40°/, der angewandten Menge, die mit A.-W. 14 aufgenommen 
waren. In anderen Beispielen (bei Praparaten nach der Kaolin- 
adsorption vom Zeitwert 0,20) bewirkte dagegen der Zusatz 
von Rohrzucker und Phosphat weitaus stirkere Erniedrigung 
des Adsorptionswertes (bei 0° A.-W. 2,5). 

Nach wiederholtem Waschen des Adsorbates mit viel 
Wasser wurde durch 150 ccm Diammonphosphatlisung mit 
fast quantitativer Ausbeute eluiert. Nach der Dialyse und 
Elektrodialyse lag das Invertin (2,3 S.-E.) im héchsten bisher 
beobachteten Reinheitsgrade vor, S.-W. 8,55 (Zeitwert 0,117 
+ 0,02). Der Tryptophangehalt war auf '8,6°/, gestiegen, 
wahrend die Tryptophanmenge, auf 1 S.-E. bezogen, fast un- 
verandert geblieben war. Das Priparat ist also, auch von 
einem unvermeidlichen Gehalt an enzymiahnlichem Material 
abgesehen, noch unrein. Ks enthalt viel von den Koadsorbentien, 
deren Gesellschaft das Enzym je nach Art und Menge der 
ihm begegnenden Fremdstoffe wechselt. 














Wher das Gitonin und seine Abbauprodukte. 


Von 


A. Windaus und 0. Linsert. 


(Aus dem Aligem. Chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1925.) 


Das Digitonin ist das Hauptsaponin des Digitalissamens; 
in viel geringerer Menge findet sich darin ein anderes neutrales 
Saponin, das Gitonin, das auch im Digitalinum germanicum 
und im Rohdigitonin vorhanden ist und aus solchem Material 
von Windaus und Schneckenburger’) dargestellt worden 
ist. Es soll die Formel C,,H,,0,, besitzen und bei der Be- 
handlung mit Saéuren in Gitogenin Crees O,, 3 Mol. Hexose 
und 1 Mol. Pentose zerfallen: 


CypH,,0., + 4H,O = C,,H,,0, + 30,H,,0, + C,H,,0, . 


Interessant ist es, daB das Gitogenin, wie vor kurzem 
festgestellt wurde, im freien Zustande auch in den Digitalis- 
blittern vorkommt. 

Digitogenin (das Spaltstiick aus Digitonin) und Gitogenin 
sind einander sehr Ahnlich; sie enthalten dieselbe Zahl Kohlen- 
stoff- und Wasserstoffatome und unterscheiden sich nur durch 
die Zahl ihrer Sauerstoffatome voneinander. Ob das Kohlen- 
stofiskelett der beiden Genine dasselbe ist, ist zwar nicht be- 
wiesen, aber bis auf weiteres wahrscheinlich. Digitogenin 
C,,H,,0, enthalt drei sekundire Alkoholgruppen, wahrend die 
beiden iibrigen Sauerstoffatome vermutlich oxydartig gebunden 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2628 (1918). 
18* 
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sind. Das Gitogenin C,,H,,O, ist ein zweiwertiger Alkohol 
und besitzt vermutlich ebenfalls zwei oxydartig gebundene 
Sauerstoffatome. Aus dem Studium der Oxydation des Digi- 
togenins hat sich ergeben, daB alle 3 Hydroxylgruppen in 
hydrierten Ringen stehen, zwei in demselben Ring und zu- 
einander in «-Stellung, die dritte in einem Nachbarring. Fir 
den Ubergang des Digitogenins in die Digitogensiure C,,H,,0, 
haben Windaus und Willerding?) die folgende Formulierung 
vorgeschlagen: 








CHOH QHOH CO COOH 
ne Oh CHOH ) ne Ot COOH 
H.C CH .. HO — 

“a ta (On 

gee een 
CoH 60, CigH 02 
Digitogenin Digitogensiure 


Dem Gitogenin fehlt die dritte im Nachbarring stehende 
Hydroxylgruppe des Digitogenins. Die Oxydation des Gitogenins 
zur Gitogensiure C,,H,,.O, ist folgendermaBen zu formulieren: 


CH, CHOH CH, COOH 


HO” YH vHOE HO tH cOoH 


| > | | 
H,C CH CH, H.C CH O#&, 


Na Nr Nt TM 


aa C,6H00, 
Gitogenin Gitogensiure 


In der Arbeit von Windaus und Willerding ist der 
weitere Abbau der Digitogensiure beschrieben und unter den 
zahlreichen noch méglichen Konstitutionsformeln die folgende 
zur Darstellung der Versuchsergebnisse benutzt worden. 








Re Nitgee. | 





1) Diese Zs. Bd. 148, S. 86 (1925). 
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H H 
= 
Saisie 
(C,H,,0)-C-CH,-CH,-CH,- : 
Hy CH, 
Digitogensiure 


Wir haben seither entsprechende Versuche mit der Gitogen- 
siure vorgenommen und wollen dariiber berichten. Wird 
Gitogensiure C,,H,,O, mit heiBer konzentrierter Salpetersaéure 
oxydiert, werden 4 Atome Kohlenstoff aus dem Molekiil ab- 
gespalten; leider ist bisher noch nicht festgestellt, in welcher 
Form dies geschieht; es entsteht dabei eine Siure C,,H,,0O,, | 
die sich durch das Fehlen der Gruppe C,H, von dem Ausgangs- © 
material unterscheidet; sie kénnte als ein niederes Homologes 
der Gitogensiure aufgefaBt werden, sie unterscheidet sich aber 
von der Ausgangssiure dadurch, daB sie nicht wie diese zwei 
oxydartig gebundene Sauerstoffatome, sondern aufer den beiden 
Carboxylen eine Lactongruppe enthalt. Aus der Anzahl der 
Wasserstoffatome, die das Abbauprodukt besitzt, folgt mit 
Sicherheit, da8 bei der Oxydation mit Salpetersiure kein 
hydrierter Ring aufgespalten worden ist, sondern daB die vier 


CH, COOH CH, COOH 
Bo WH COOH 








H,C H COOH 

a Oe ae ‘a 
a 0. CH, ‘i _ 
(C,H,,)-GH.CH-CH,-CH-0H.OH (GH) CH-CH-CH, 700 
ou, 6—— dn, CH, i 


Gitogensiure a rca Cy 3H 5206 
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Kohlenstoffatome aus einer Seitenkette aboxydiert worden sind: 
auch die beiden oxydartig gebundenen Sauerstoffatome befinden 
sich also in der Seitenkette. Fir den Reaktionsverlauf sind 
verschiedene Formulierungen miglich; eine, die sich an die 
friiheren Formelbilder anschlieBt, ist die vorstehende. 

Die Lactondicarbonsiure C,,H,,0, (1) titriert sich in der 
Kialte zweibasisch, in der Warme dreibasisch; sie gibt einen 
krystallisierten Mono- und Diathylester. Bei der Destillation 
mit Essigsiureanhydrid spaltet sie Kohlendioxyd und Wasser 
ab und liefert ein Ketolacton C,,H,,O, (I). 








Ho vH—CO Ho dH—COOH 
uo 6 dns, H0 dH COOH 
oe “YS 

aN oo a 
(C,H,,)“CH-CH-CH,-CO (C,H,,)“CH-CH-CH,-CO 
7 10 


Hieraus folgt zunichst, daB die beiden freien Carboxyl- 
gruppen der Lacton-dicarbonsiure in 1,6- (oder 1,7-)Stellung 
stehen und weiter, dab der Ring, der im Gitogenin die beiden 
Hydroxylgruppen enthilt, ein Cyclo-hexamethylen- (oder ein 
Cyclo-heptamethylen-) Ring ist. Das Ketolacton liefert ein schén 
krystallisiertes Oxim und lagert bei der katalytischen Hydrie- 
rung leicht 1 Mol. Wasserstoff an. Das gebildete gesittigte 
Oxylacton verdient unser besonderes Interesse, weil es in dieselbe 
homologe Reihe gehért wie das Hexahydro-digitaligenin C,,H,,0, 
und wie das dem Cymarigenin zugrunde liegende Oxylacton 
C,,H,,0,. Sicher ist es, daB das Gitogenin dieselbe Anzahl 
hydrierter Ringe enthalt wie das Digitaligenin und Digitoxigenin, 
und es erscheint mdglich, daB sowohl in den Herzgiften wie 
in den Saponinen der Digitalispflanze dasselbe komplizierte tetra- 
cyclische System vorhanden ist, und daB die Genine der beiden 
Reihen sich vor allem durch die Linge der Seitenkette und 
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die Bindungsweise der Sauerstoffatome in derselben unter- 
scheiden: die Genine der Herzgifte sind ungesattigte Oxylactone, 
die Genine der neutralen Saponine sind gesittigte Oxy-oxido- 
verbindungen. 

Bei der Oxydation des Oxylactons C,,H,,0, mit Chrom- 
siureanhydrid wird das Ketolacton ©,,H,,0, zurickgebildet, 
bei der Oxydation mit Salpetersiure wird dieses zu einer 
Lacton-dicarbonsiure C,,H,,0, (II) aufgespalten; es ist also 
bei dieser Reaktion eine ringférmig gebundene —CO-CH,-Gruppe 
gu zwei Carboxylen geworden, und es folgt hieraus, daB sich 
im Gitogenin eine CH,-Gruppe in #-Stellung zur —CHOH-CHOH- 
Gruppe befindet. 

Au8er mit Salpetersiure haben wir, im Anschlu8 an Ver- 
suche von Kiliani’), die Gitogensiure auch mit Chromsiure- 
lésung oxydiert, hierfiir aber nur noch so wenig Material zur 
Verfiigung gehabt, daf wir die Ergebnisse nicht geniigend 
sicher stellen konnten; es scheint, daB in der Hauptsache eine 
Tricarbonsdéure C,,H,,O, entsteht, die bei weiterer Oxydation 
in eine dreibasische Siure C,,H,,0, tibergeht, deren Unter- 
suchung noch aussteht. Auf einen Versuch, den Verlauf der 
Oxydation durch Formelbilder zu deuten, méchten wir ver- 
zichten, bis uns eine Wiederholung der Reaktion midglich 
gewesen ist, 


Beschreibung der Versuche. 
Oxydation der Gitogensiure mit Salpetersaure. 


1 Teil Gitogensiure*) wird tropfenweise und unter Kihlung 
mit 5 Teilen roter rauchender Salpetersiiure 1,52 versetzt; unter 
heftiger Reaktion geht die Gitogensiure in Liésung; sobald die 
Hauptreaktion voriiber ist, erhitzt man die salpetersaure Liésung 
noch 2 Stunden auf schwach siedendem Wasserbad; zur Isolierung 
des Oxydationsproduktes versetzt man die Lésung mit 2 Teilen 
Kisessig und sittigt vorsichtig mit Wasser; nach kurzer Zeit 
fallt die gebildete Lactonsiure in Form amorpher Kugeln aus; 
man fiigt dann nochmals vorsichtig Wasser hinzu, und zwar 





1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 1629 (1918). 
*) Chem. Ber. Bd. 46, 8. 2682 (1918). 
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so lange, bis sich élige Schmieren abzuscheiden beginnen. Das 
Rohprodukt wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und mehr- 
mals aus Kisessig—Wasser umkrystallisiert; hierbei verwandeln 
sich die amorphen Kugeln in ein Filzwerk feiner Nadeln. 

Die reine Saure ist leicht léslich in Aceton und Alkohol, 
etwas schwerer léslich in EKisessig, sehr wenig léslich in Wasser. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 238°, die Ausbeute betrigt 30°/,. 
Die Saure ist gegenititber Kaliumpermanganat- oder Chromsiure- 
lésung ziemlich widerstandsfihig und lat sich aus den dligen 
Mutterlaugen noch in reinem Zustande abscheiden, wenn man 
die anderen leichter angreifbaren Reaktionsprodukte durch 
Kaliumpermanganat zerstért. 

Die Feststellung der richtigen Formel ftir die Saure hat 
Schwierigkeiten gemacht, da die Analysen nicht auf die Formel 
C,,H,,O,, sondern wie bei der Digitogensiure auf eine um 
1/,H,O reichere Formel passen; indessen sind auch hier die 
richtigen Formeln durch die Analyse der Ester sichergestellt. 


3,254 mg Substanz, bei 105° getrocknet, gaben 7,805 mg CO,, 
2,424 mg H,0. 


8,010 mg Substanz gaben 7,228 mg CO,, 2,236 mg H,0O. 
CuoH,,0,:'/9H,0 Ber. C 65,80°/, H 8,29 °/, 
Gef. ,, 65,44 65,51°/, ,, 8,84 8,31 °/, 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 


8,7 mg Substanz in 98,9 mg Campher erniedrigten den Schmelz- 
punkt des Lésungsmittels um 8,5°. 


Mol.-Gew. Ber. 401 Gef. 414 


Titrationen: 

a) In der Kilte: 
0,1290 g Substanz verbrauchten 6,61 cem n/10-Lauge. 
0,0500 g ” ” 2,55 ecm ” 
0,0987g 4, y 5,14 cem ‘4 

Aquivalentgewicht C,H,40, - */,H,O (zweibasisch) 

Ber. 200 Gef. 195 196 192 

b) in der Hitze: 
0,1175 g Substanz verbrauchten 9,04 cem n/10-Lauge. 
as = "| 9,65 ccm ‘ 


Aquivalentgewicht Cy,H,,0, + '/,H,O (dreibasisch) 
Ber. 133 Gef. 180 184 





— 
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Athylester der Lacton-dicarbonsaure. 


‘Ein Teil der Saure wird in 20 Teilen absolutem Alkohol 
gelést, die Lésung mit wenig konzentrierter Schwefelsiure ver- 
setzt und 3 Stunden am RiickfluBkihler gekocht. Nach dem 
Abkihlen und Verdiinnen mit Wasser nimmt man das Reaktions- 
produkt in Ather auf; der atherische Auszug wird zur Ent- 
fernung der Schwefelsiure und des sauren Mono-ithylesters 
(vgl. unten) mit 2°/,iger Natriumbicarbonatlisung griindlich 
durchgeschiittelt, mit Wasser gewaschen und eingedampft. Der 
Riickstand liefert aus Alkohol oder Ather—Petrolather um- 


krystallisiert den neutralen Ester in schénen Tafeln vom 
Schmelzp. 134°. 


3,059 mg Substanz gaben 7,762 mg CO,, 2,481 mg H,0. 
3,065 mg ssa, » 1,776 mg CO,, 2,507 mg H,O. 
C,,H,,0,(0C,H;), Ber. C 69,60°, H 8,99 %/, : 
Gef. ,, 69,28 69,22°%, ,, 9,08 915%, 
Der saure Ester wird aus dem Bicarbonatauszuge durch 
Ansiuern mit verdinnter Salzsiure ausgetallt und aus Athyl- 
alkohol oder Ather—Petrolither umkrystallisiert, er bildet 
Nadeln vom Schmelzp. 175° 
8,156 mg Substanz gaben 7,915 mg CO,, 2,560 mg H,0. 
8,294 mg a , bei der Athoxylbestimmung 1,934mg AgJ. 
C..H,,0,(0C,H,) Ber. C 68,53°%, HH 868% OCH, 10,71, 
Gef. ,, 68,42 » 9,07 Se 


Keton C,,H,,0, (ID). 


Kin Teil Saiure C,,H,,O, wird in einer Retorte mit der 
10 fachen Menge Essigsiureanhydrid iibergossen und die Lésung 
im Luftbad bei gewéhnlichem Druck etwa 20 Minuten gekocht; 
dann wird das Essigsiureanhydrid erst iiber freier Flamme, 
der letzte Anteil im Vakuum bei Wasserbadtemperatur ab- 
destilliert. Nach viélliger Entfernung des Essigsiureanhydrids 
wechselt man die Vorlage, evakuiert die Apparatur an der 
Olpumpe auf 3mm Druck und erhitzt die Retorte im Luft- 
bad langsam auf 280°. Hierbei geht ein schwach gelbliches 
Ol tiber, das bereits im Retortenhals krystallinisch erstarrt. 
Es wird in EKisessig aufgenommen; bei vorsichtigem Zusatz 


ee ve ? 
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von Wasser scheidet sich aus der Lésung das gebildete Brenz- 
derivat ab, das nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Methyl- 
alkohol—Wasser in langen Nadeln vom Schmelzp. 226° erhalten 
wird. Ausbeute 60 °/,. 
8,292 mg Substanz gaben 9,186 mg CO,, 2,710 mg H,O. 
C,,Hy0, Ber. © 76,89°, H 9,15 °, 
Gef. ,, 76,12 » 9,21 
Titrationen: 


2) In der Kialte kein Verbrauch an Lauge. 
b) In der Hitze: 
0,1708 g Substanz verbrauchten 5,16 ccm n/10-Lauge. 
0,1128 g ‘ i 8,36 com 9» 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (einbasisch) 
Ber. 330 Gef. 380 3384 | 


Oxim: Zur Darstellung des Oxims kocht man eine ver- f) 
diinnte alkoholische Liésung des Ketolactons C,,H,,0, 2 Stdn. | 


mit einem Uberschu8 von Hydroxylaminhydrochlorid und 
Natriumacetat am RiickfluBkihler. Das mit Wasser ausgefallte 
Oxim krystallisiert man aus verdiinntem Methylalkohol um 
und erhalt es so in Form feiner Nadelbiischel, die bei 250° 
unter Zersetzung schmelzen. 

2,989 mg Substanz gaben 8,010 mg CO,, 2,401 mg H,0. 


4,906mg ,, » 0,175 cem N (20°, 787,5 mm). 
C,,H;,0;N Ber. © 73,079, H9,05%, N 4,06%, 
Gef. ,, 78,11 » 8,99 » 4,04 


Oxylacton (C,,H,,0,. 


0,2 g Ketolacton C,,H,,O, werden in 20 ccm EKisessig ge- 
lést und in einer Schiittelente mit 0,5 g Platinmohr und Wasser- 
stoff 5 Stunden geschiittelt; dann wird vom Platin abfiltriert 
und das Hydrierungsprodukt durch Zusatz von Wasser aus- 
gefallt; es wird zuerst aus verdiinntem Methylalkohol und dann 
aus Ather—Petrolather umkrystallisiert und krystallisiert in 
feinen Nadeln vom Schmelzp. 194°. Ausbeute ann&hernd 
quantitativ. 

8,211 mg Substanz gaben 8,889 mg CO,, 2,887 mg H,0. 

Cy:Hs0, Ber. C 175,85 %, H 9,71, 
Gef. ,, 75,52 » 9,89 
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Acetylderivat: 1 Teil Oxylacton C,,H,,0, wird 3 Stdn. 
lang mit 10 Teilen Essigsiureanhydrid und 2 Teilen wasser- 
freiem Natriumacetat am RiickfluBkihler gekocht, das tiber- 
schiissige Essigsiureanhydrid wird durch langeres Schiitteln 
mit Wasser zersetzt; das hierbei ausfallende Acetylderivat wird 
abfiltriert und durch mehrfaches Umkrystallisieren aus ver- . 
dinntem Alkohol, anfangs unter Zusatz von etwas Blutkohle, 
| gereinigt. Ausbeute etwa 80°/. Das nochmals aus Ather— 
Petrolither umkrystallisierte Material bildet Nadeln vom 

Schmelzp. 197° und liefert bei der Analyse die erwarteten 
Werte: | : 
8,299 mg Substanz gaben 8,941 mg CO,, 2,781 mg H,0. 
CysH,,O, Ber. C 78,75, H 9,15 °/, 
Gef. ,, 13,94 » 9,48 


Saure C,,H,,0, (11). 

Mit Chromsiure oxydiert, liefert das Oxylacton C,,H,,0, 
das Ketolacton C,,H,,0, zurtick; ein Teil dieses Ketolactons 
wird mit einer Mischung von 10 Teilen Eisessig und 20 Teilen 
Salpetersiiure 1,52 ttbergossen und die Lésung 1 Stunde auf 
* schwach siedendem Wasserbad erhitzt. Auf Zusatz von Wasser 
scheidet sich das Oxydationsprodukt als schweres Pulver aus; 
man filtriert die Krystalle ab, wischt sie mit Wasser aus und 
reinigt sie durch Umkrystallisieren aus Essigsiure oder Ather— 
Petrolather. Die reine Siaure bildet derbe Nadeln, die bei 
325° unter Zersetzung schmelzen. Ausbeute 60 °/,. 

8,027 mg Substanz gaben 7,398 mg CO,, 2,180 mg H,0. 

C.:H0, Ber. C 66,68%, H 7,99 °/, 
Gef. ,, 66,67 » 8,06 
Titrationen: 


2) In der Kilte: 
0,0811 g Substanz verbrauchten 4,34 cem n/10-Lauge. 


Aquivalentgewicht C,,H,,0, (zweibasisch) 
Ber. 189 Gef. 187 
b) In der Wirme: 
0,0811 g Substanz verbrauchten 6,29 ccm n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (dreibasisch) 
Ber. 126 Gef. 129 
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Dimethylester: Der mit Diazomethan in der tiblichen 
Weise bereitete Ester krystallisiert aus Methylalkohol oder aus 
Ather—Petrolither in breiten Nadeln vom Schmelzp. 156°. 


3,108 mg Substanz gaben 17,746 mg CO,, 2,387 mg H,0. 


4,049 mg + » bei der Methoxylbestimmung 4,734mg Ag, 
C,,H,,0,(OCH;), Ber. C 67,94°, H 848°, OCH, 15,27°/, 
Gef. ,, 68,00 »» 8,59 » 15,45 


Oxydation von Gitogensiure mit Chromsaiureanhydrid > 


Diese Oxydation wurde nach Kilianis Vorschrift vor- 
genommen; das Reaktionsprodukt schmolz nach wiederholtem 


Umkrystallisieren aus verdiinntem Methylalkohol, aus Aceton § 


oder aus Essigester bei 217—220°. Zur Analyse wurde es 


im Hochvakuum bei 110° bis zu konstantem Gewicht getrocknet. B 


8,007 mg Substanz gaben 7,187 mg CO,, 2,129 mg H,0. 
Cy.H;,0,(?) Ber. C 65,27°/, H 1,9 °/, 
Gef. ,, 65,21 » 7,92 


Zwei weitere Analysen lieferten 65,25, 64,85°/, C und 


8,00 und 8,10°/, H. Die Titration ergab das Aquivalent- B 


gewicht 169, wihrend sich fiir eine dreibasische Saure C,,H,,0, 
159 berechnet. 

Der Trimethylester, in der iiblichen Weise mit Diazo- 
methan bereitet, schmolz nach dem Umkrystallisieren bei 
85—86°. Die beiden von Kiliani beschriebenen Sauren, denen 
er die Formeln C,,H,,O, und C,,H,,0, erteilt, standen uns 
in Originalproben zur Verfiigung; sie lieferten beide denselben 
Ester vom Schmelzp. 85—86°; sie sind also sowohl unter ein- 
ander wie mit unserer Saure C,,H,.O, identisch. 


8,750 mg Substanz gaben 9,225 mg CO,, 2,79 mg H,O. 
4,504 mg < » 11,070 mg CO,, 3,59 mg H,O. 


0,1070 g ‘ » bei der Methoxylbestimmung 0,1512g AgJ. & 


CyoH,,0, (?) 
Ber. C 66,92°, H 8,46°/, OCH, 17,88 °/, 
Gef. ,, 67,83 67,04°/,  ,, 8,88 8,92, » 18,68 


Molekulargewichtsbestimmung: 


0,271 mg Substanz in 2,468 mg Campher erniedrigten den Schmelz- 
punkt um 8,8°. 


pun 


at 








Uber das Gitonin und seine Abbauprodukte. 285 


0,280 mg Svbstanz in 2,020 mg Campher erniedrigten den Schmelz- 
punkt um 11°. 


“Mol-Gew. CyH,0, Ber. 520 Ge. 499 504 
Mit Methylmagnesiumjodid entwickelte der Ester kein 


-Methan, beim Verseifen mit n/5-alkoholischer Kalilauge liefert 


er die Ausgangssiure nicht zuriick. 


Oxydation der Saure C,,H,,0,(?) mit Salpetersaure. 


1 Teil Séure C,,H,,0O, wird mit 10 Teilen Salpetersiure 
1,48 tibergossen und das Reaktionsgemisch 3—4 Stunden stehen 
gelassen. Durch vorsichtigen Zusatz von Wasser zu der 
salpetersauren Lisung scheidet sich das gebildete Oxydations- 
produkt aus und wird durch Umkrystallisieren aus Essigsaure 
gereinigt; es krystallisiert in kleinen Tafelchen, schmilzt bei 
297° unter Zersetzung und ist in den meisten Lisungsmitteln 


' schwer léslich. 


3,288 mg Substanz gaben 7,724 mg CO,, 2,296 mg H,0O. 
C,,H,,0,(?) Ber. C 63,93 %, H 7,67°/, 


Gef. ,, 64,09 » 1,81 
Titration: 
5,424 mg Substanz verbrauchten 0,3751 ccm n/10-Lauge. 
10,384 mg * © 0,7767 cem ” 
1,010mg ss, . 0,5110 cem . 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (dreibasisch) 
Ber. 131 ‘Gef. 144 184 187 


Trimethylester: Der in der iiblichen Weise mit Diazo- 
methan bereitete Ester schmolz nach dem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Methylalkohol bei 125°. 

8,079 mg Substanz gaben 7,488 mg CQ,, 2,276 mg H,0O. 


Cy,H.0, Ber. C 66,02°%, H 8,31 °/, 
Gef. ,, 66,36 » 8,27 

















Uber die tryptische und ereptische Wirkung der 
Pankreasdrise. 
Zweite Mitteilung zur Spezifitat tierischer Proteasen..) 
Von | 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Mai 1925.) 








Theoretischer Teil. 


In der physiologisch-chemischen Literatur findet man f 
zahlreiche Hinweise auf die Existenz zweier verschiedener 
proteolytischer Enzyme im Sekrete der Pankreasdriise. Seitdem 
die Bedeutung der Enterokinase des Darmsaftes fiir die Aktivitat 
des pankreatischen Sekretes erkannt war’), haben verschiedent- 
lich Beobachtungen iiber bestimmte, in den tryptisch inaktiven 
Sekreten schon vorhandene proteolytische Wirkungen die Aut- 
merksamkeit der Forschung in Anspruch genommen; man er- 
klirte sie gewohnlich mit der Annahme eines zweiten proteo- 
lytischen Enzyms, dessen Wirkungen man mit denen des Darm- 
erepsins verglich, So haben zuerst W. M. Bayliss und 
E. H. Starling*) iiber eine Hydrolyse von Casein und Fibrin 





1) Erste Mitteilung, Chem. Ber., im Druck. 

*) Vgl. N. P. Schepowalnikow, Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; 
Referat in R. Malys Jahresbericht tiber die Fortschritte der Tierchemie 
Bd. 29, 8. 378 (1899). ee 

*) Jl. of. Physiol. Bd. 30, S. 61 (1908). 
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durch nicht aktiviertes Driisensekret, H. M. Vernon’) sowie 


| K. Mays’) ttber Verschiebungen in der Wirksamkeit gegeniiber 
| Proteinen und Peptonen bei der Verarbeitung und Aufbewahrung 
' yon Driisenausztigen berichtet; auch J. Wohlgemuth4) beob- 


achtete eine starke peptolytische Wirkung bei nicht aktiviertem 
menschlichem Sekret. : 
G. Schaeffer und E. Terroine*) gebihrt das Verdienst, 


| zuerst eine eingehendere Priifung der spezifischen Wirkungen von 


aktivem und von nicht aktiviertem Pankreassaft vorgenommen 
zu haben. Die gewonnenen Erkenntnisse haben die Autoren 
zu der Anschauung gefiihrt, daS man im Sekret der Drise. 
zwei verschiedene proteolytische Enzyme anzunehmen habe, 
deren eines, das Trypsin, spezifisch fir die Hydrolyse héher- 
molekularer Proteine, der Aktivierung durch Enterokinase 


| bediirfe, wihrend man fiir die Wirkung des zweiten, ereptischen 


Enzyms, beispielsweise gegeniiber einfachen Peptiden oder auch 
Casein, die Gegenwart des Aktivators ohne Bedeutung finde; 
ihre Befunde verdienten insofern Beachtung, als es ihnen 
scheinbar gelang, durch eine einfache Vornahme, namlich ver- 
mittelst einer Dialyse, die eine der beiden Enzymwirkungen 
fir sich allein zu erhalten. 

Die SchluBfolgerungen von Schaeffer und Terroine, 


| die in der Annahme zweier Enzyme gipfelten, fubten auf der 


herrschenden Ansicht iiber die Wirkungsweise der Entero- 
kinase als die einer enzymatischen Umwandlung des Trypsins 


| aus seinem Zymogen. Mit der Erkenntnis von der nicht- 


enzymatischen Natur der Enterokinase und den stéchiometri- 
schen Grundlagen ihrer Reaktion mit dem tryptischen Enzym, 
die in einer Untersuchung des einen von uns‘) sichergestellt 
worden sind, ergab sich die Méglichkeit, die Angaben der 
Literatur tiber die Wirkungen des nicht aktivierten pankreati- 
schen Sekrets in anderem Sinne zu deuten; es war damit zu 





) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 380 (1903). 
*) Diese Zs. Bd. 49, 8S, 124 (1906). 
 §) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 (1912). 
*) JI. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, S, 884, 905 (1910). 
5) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 182, S. 181 (1923/24). 
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rechnen, da8 ,die Hydrolyse der verschiedenen Proteine sowie 
der Peptone und Polypeptide ... durch ein einziges proteo- 
lytisches Enzym der Pankreasdriise, das Trypsin, bewirkt« 
wiirde und daB ,dieses Enzym ... fiir die Spaltung gewisser 
Substrate ... eines Hilfsstofis, der Enterokinase, bediirfte“. 
(Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, auf Grund der 
erweiterten Erkenntnis die Beobachtungen der Literatur iiber 
die Vielheit der proteolytischen Enzyme des Pankreas nach- 
zuprifen und zu vertiefen, um die Grundlagen zu erkennen 
fir eine Untersuchung tiber die Spezifitat seiner verschiedenen 
-enzymatischen Wirkungen. 

“ Enzyme von stark abweichender Spezifitit, beispielsweise 
lipatisches und diastatisches Enzym, lassen sich auch in ihren 
natiirlichen Mischungen unschwer nebeneinander nachweisen. 
Bei Mischungen enzymatischer Stoffe von sehr ahnlichen oder 
sich gegenseitig iberdeckenden Wirkungen ist dagegen die 


exakte Erkennung und Bestimmung der einzelnen Komponenten 


und die Abgrenzung ihrer spezifischen Affinititen an andere 
Voraussetzungen gebunden; Verschiebungen in der Wirksam- 
keit auf mehrere Substrate oder auch ein verschiedener Aus- 
fall von Hemmungserscheinungen geniigen noch nicht, um, wie 
es bei tryptischer und ereptischer Wirkung der Pankreasdriise 
geschehen ist”), die Existenz verschiedener enzymatischer Indi- 
viduen mit Sicherheit zu folgern; einwandfrei la8t sich diese 
nur dann belegen, wenn es gelingt, die enzymatischen Kompo- 
nenten zu trennen und ihre Wirkungen gesondert zu demon- 
strieren. 

Das Vorkommen verschiedener proteolytischer Enzyme in 
der Pankreasdriise ist durch keine der bisherigen Beobachtungen 
der Literatur erwiesen worden. Wenn G. Schaeffer und 
E. Terroine*) angeben, ,,quil est possible de séparer entiére- 





1) a. a. O. §. 190. 

*) Siehe dazu K. Glaessner u. A. Stauber, Biochem. Zs. Bd. 25, 
S. 204 und zwar 8. 214 (1910); J. Wohlgemuth, Ebenda Bd. 39, 8. 302 
und zwar 8. 312 (1912). 

8) Jl. de Physiol.-et Pathol. gén. Ba. 12, 8.905 und zwar §. 919 


(1910). 
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ment les deux actions protéolytiques du suc pancréatique“, 
und zwar mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser, so finden 


wir in ihren experimentellen Belegen fiir eine solche Annahme 


keine Stiitze; die Beobachtungen dieser Autoren beschranken 
sich auf die Feststellung, daB pankreatisches Sekret nach den 
vorgenommenen Operationen seine Aktivierbarkeit durch Entero- 
kinase einbiBt.") Es ist nicht versucht worden, eine Trennung 
der enzymatischen Komponenten unter Erhaltung ihrer spezi- 
fischen Wirkungen durchzufiihren; sie lift sich, wie unsere 
experimentellen Angaben belegen, auf dem eingeschlagenen 
Wege nicht erreichen. 

Die Anwendung des Verfahrens der fraktionierten Ad- 
sorption, das schon R. Willstatter und E. Waldschmidt- 
Leitz?) fir die Trennung von Lipase, Trypsin und Amylase 
in den Ausziigen der Pankreasdriise und in einem anderen 
Beispiel*) fiir die Zerlegung der Verbindung von Enterokinase 
und Trypsin gedient hat, hat sich auch in diesem Falle als 
brauchbar erwiesen. Die bei der Trennung der drei wichtigen 
pankreatischen Enzyme gewonnenen Erfahrungen hatten fir 
das Trypsin in dem gepriiften Reinheitsgrade ergeben, dab 
,seine basische Natur tiberwiegt“*); diese Anschauung leitete 


|man ab aus den Beobachtungen iiber seine trige und unvoll- 


kommene Adsorption durch das basische Adsorbens Tonerde, 
das zur Aufnahme der Lipase diente, sowie iiber die viel 
gréBere Affinitét zu dem sauren Adsorbens Kaolin, die es von 
der begleitenden Amylase abzutrennen erlaubte. Das Erepsin 
der Pankreasdriise, das die vorliegende Untersuchung von dem 
tryptischen Driisenenzym zu unterscheiden lehrt, teilt das 
beschriebene Adsorptionsverhalten mit diesem nicht; seine 
sauren Kigenschaften sind stirker ausgeprigt. So fiihrt die 
Adsorption durch Tonerde und die Elution der gewonnenen 
Adsorbate, beispielsweise in den rohen, angesiuerten Drisen- 
ausziigen, bei mehrmaliger Anwendung zu einer vollstandigen 





1) Vgl. die Ausfiihrungen im experimentellen Teil dieser Abhandlung. 
®) Diese Zs. Bd. 125, S. 182 und zwar S. 142 (1922/28). 
*) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 182, S. 181 (1923/24). 
*) Diese Zs. Bd. 125, S. 139 (1922/28). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVII. 19 
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Trennung der beiden Proteasen; in der Restlésung der letzten 
Adsorptionsvornahme verbleibt das Trypsin in guter Ausbeute, 
frei von ereptischer Wirkung, und die Elution der Tonerde- 
adsorbate liefert die einheitliche ereptische Komponente. 
Die Trennung der beiden Enzymwirkungen, wie sie in 
dieser Abhandlung beschrieben wird, gemessen an den als 
spezifisch erkannten Substraten, der Gelatine fir die tryptische, 
dem Leucylglycin fir die ereptische Komponente, ist als ein 
eindeutiger Beweis fiir die Existenz zweier verschiedener enzy- 


matischer Individuen zu betrachten. Es ist sehr beachtenswert, B 


daB die beiden in der Spezifitét ihrer Wirkung, wie man an- 
nimmt, nahe verwandten Proteasen so deutliche Unterschiede 
in den Adsorptionseigenschaften aufweisen; man darf in diesem 
Verhalten eine Bestatigung der Anschauung erblicken, da8 die 
Fermente — und in diesem Falle zwei Vertreter aus der 
nimlichen Gruppe enzymatischer Stoffe — entgegen den von 
A. Fodor’) entwickelten Vorstellungen nicht als mehr oder 
weniger spezifische Protoplasmabestandteile nur von besonderer 
Dispersitat, sondern als bestimmte und unterscheidbare chemische 
Individuen reagieren. 

Die Isolierung der einheitlichen enzymatischen Kompo- 
nenten erdfinet den Weg zu einer gesicherten Priifung ihrer 
spezifischen Wirkungen wie auch der Bedeutung des Hilfs- 
stofis Enterokinase fiir die Spezifitat des tryptischen Enzyms, 
mit deren Abgrenzung sich die Fortsetzung dieser Untersuchung 
befassen wird. Sodann ergibt sich die Méglichkeit eines exakteren 


Vergleichs zwischen dem ereptischen Enzym der Bauchspeichel- § 


driise und dem Erepsin der Darmschleimhaut, den wir heute 
nur mit einigen wenigen Angaben belegen kénnen; so hat die 
Untersuchung noch keine deutlichen Unterschiede zwischen den 
beiden Enzymen erkennen lassen, sei es in der Abhingigkeit 
ihrer Wirkung von der Wasserstoffionenkonzentration, sei es 
in ihrer relativen Affinitét zu einer Reihe einfacher Peptide. 

Die gewonnenen Erkenntnisse bediirfen indessen noch 
einer EKinschrankung, namlich hinsichtlich ihrer Ubertragung 





‘) Das Fermentproblem, Th. Steinkopff 1922. 
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auf das Sekret der Driise selbst; es ist noch ungewiB und es 
bedarf der Nachpriifung, ob im Pankreassaft die namlichen 
Enzyme sich finden, die in den Ausziigen der getrockneten 
Driisensubstanz beobachtet werden. Wenn die Untersuchung, 
wie es wahrscheinlich ist, ergeben wird, daB sich in dem 
pankreatischen Sekret die nimlichen enzymatischen Komponenten 
unterscheiden lassen, so wird es erforderlich sein, auch die 
Beobachtungen von E. Fischer und E. Abderhalden!) ,,Uber 
das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen Pankreassaft“ 
einer Nachpriifung zu unterziehen. Es wire nach unseren 
Erfahrungen iiber die Wirkungen des ereptischen Driisenenzyms 
nur schwer verstandlich, daB man bei der Prifung des Saftes 
selbst fiir manche Peptide, beispielsweise fiir Glycylglycin oder 
Leucylglycin, keine Hydrolyse wahrnehmen konnte; die Még- 
lichkeit ist zu beriicksichtigen, daB das zu den Untersuchungen 
Emil Fischers verwendete, nicht mehr ganz frische Enzym- 
material nur schwache ereptische Wirkung besaB und die an- 
gegebenen Spezifitiiten daher nur in quantitativem Sinne zu 
verstehen sind. 


Experimenteller Teil. 


1. Bestimmungsmethoden. 


a) Tryptische Wirkung. 


Die Bestimmung der tryptischen Wirkung lehnt sich an 
an das Verfahren von R. Willstatter und H. Persiel?), das 


| sich zur Erzielung gréBerer Empfindlichkeit der Einwirkung 


kleiner Enzymmengen auf groBe Substratmengen bedient. Die 
Ausfihrung dieses Verfahrens hat inzwischen in einer Unter- 
suchung von R. Willstaitter, E. Waldschmidt-Leitz und 
S. Duiiaiturria einige Abianderungen erfahren, iiber die 
demnachst berichtet werden wird. In der angefihrten Unter- 
suchung hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die Kinheit der 
tryptischen Leistung (T.-(e.)) etwas anders zu wahlen, naimlich 
entsprechend einem in alkoholischer Lésung gemessenen Aci- 


Uitiaiains 





1) Diese Zs. Bd. 46, 8. 52 (1905). 
4%) Diese Zs. Bd. 142, S. 245 (1924/25). 
19* 
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ditaitszuwachs von 0,90 ccm 0,2n-Lauge unter den von Will- 
stitter und Persiel angegebenen Bedingungen. 

Das Verfahren von Willstatter und Persiel empfiehlt 
die Anwendung hoher Substratkonzentration, namlich einer 
15°/,igen Lésung von Gelatine, fir die Steigerung der enzy- 
matischen Leistung. Da die einwandfreie Ausfiihrung dieser 
Methode einige Ubung voraussetzt, begniigten wir uns fir die 
Zwecke unserer Untersuchung mit einer geringeren Konzen- 
tration des Substrats, nimlich 5,0 ccm einer 8°/,igen Lésung 
der Gelatine im Bestimmungsansatz, und verfuhren im iibrigen 
nach Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Dufiaiturria; 
die Empfindlichkeit der Messungen finden wir unter diesen 
Bedingungen fir die Bestimmung kleiner Enzymmengen nicht 
herabgesetzt. | 

Den Messungen liegt die in Fig. 1 wiedergegebene Be- 
ziehung zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad zugrunde. 



































a0 ™ 
er ee 
“2 
: 
5 
fat / 





i 


9 as ’ 
% -fej]———> 
































Fig. 1. Trypsinmenge und Spaltungsgrad. 


b) Ereptische Wirkung. 
Man hat in der Literatur bisher unter der ereptischen 


Wirkung pankreatischer Sekrete alle proteolytischen Wirkungen [| 


des nicht aktivierten Saftes zusammengefaBt, so die Spaltung 
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genuiner Proteine, von Zein") und Fibrin’), wie auch die 
Hydrolyse von Peptonen*) und einfachen Peptiden.*) Diese 
Unterscheidung halten wir nicht fir sicher; die Aktivitat des 
tryptischen Enzyms braucht nicht in allen vorkommenden 
Fallen an die Gegenwart der Enterokinase gebunden zu sein, 


‘Da unsere Kenntnis von den spezifischen Wirkungen des 


Pankreaserepsins noch sehr unvollkommen geblieben ist, haben 
wir e8 vorgezogen, seiner Messung die Hydrolyse eines Di- 
peptids, des Leucylglycins, zugrunde zu legen, das nach den 
Untersuchungen von E. Fischer und E. Abderhaiden') auch 
durch tryptisch stark aktive Priparate nicht gespalten wird. 

Wir messen die Hydrolyse des Peptids durch den Aciditits- 


| guwachs in alkoholischer Lésung bei dem fir die Wirkung 


des Darmerepsins optimalen p,, von 7,8, das, wie die Versuche 
des 4, Abschnitts dieser Abhandlung erweisen, auch fir die 
Leistung des pankreatischen Enzyms am giinstigsten ist. Die 
Bestimmungsweise ist der fiir die Messung des Darmerepsins 
angewandten nachgebildet, wie sie in einer Untersuchung von 
EK. Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner demniachst zur 
Veréffentlichung gelangen wird. 

Ausfiihrang der Bestimmung. 0,1882 g d,l-Leucyl- 
glycin werden in 5,00 ccm '/, mol. Phosphatpuffer von p,, = 7,8 


| gelést; man setzt zu der Lésung 1,90 com 0,2 n-NaOH hinzu, 


wodurch ein p,, von 7,8 eingestellt wird, und fillt nach Zugabe 
der Enzymlésung mit Wasser auf 15,0 ccm auf. Wiahrend der 
Dauer der Bestimmung hilt man die Probe im Thermostaten 
von 30° und unterbricht dann die Enzymwirkung durch Ein- 
tragen in 165 com 93°/,igen Methylalkohol; die Aciditét der 
Lésung wird nach Zusatz von 2,0 ccm 0,5°/,iger Lésung von 





1) G. Schaeffer u. E. Terroine, Jl. de Physiol. et Pathol. gén. 
Bd. 12, §. 905 und zwar S. 907 (1910). | 3 | 

*) W. M. Bayliss u. E. H. Starling, Jl. of Physiol. Bd. 30, 
S. 61 (1903). 

) K. Glaessner u. A. Stauber, Biochem. Zs. Bd. 25, 8. 204 und 


| awar §. 211 (1910), 


*) J.Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 39, 8.302 und zwar S. 314 (1912). 
5) Diese Zs. Bd. 46, S. 52 (1905). 
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Thymolphthalein durch Titration mit 0,2n. 90°/,iger alkoholi- 
scher Lauge gemessen, und zwar bis zur ersten schwachblauen 
Farbung des Indicators; hiernach ist das Phosphat der Puffer- 
lésung gerade in sekundires Salz tibergefiihrt. Zu jeder Be- 
stimmung ist eine Leeranalyse auszufiihren, deren Aciditit 
von der des Hauptversuchs in Abrechnung gebracht wird; der 
gemessene Acidititszuwachs entspricht dann der gebildeten 
Menge Aminosiure. 

Das p,, der Versuchslésung erfaihrt, wie besondere Ver- 
suche erwiesen haben, bis zu einer Spaltung von etwa 40°), 
des Substrats keine merkliche Anderung; es empfiehlt sich 
auch wegen des asymmetrischen Verlaufs der Enzymwirkung, 
der zu einer Verarmung an Substrat fiihren wiirde, die Hydro- 
lyse des Peptids nicht tiber 40°/, auszudehnen. Anderungen 
im Glyceringehalt der Bestimmungslésung, wie sie durch 
wechselnde Verdiinnung der angewandten Enzymlésung ein- 
treten, sind bis zu einem Betrage von 20°/, Glycerin ohne 
Hinflu8 auf die enzymatische Wirkung. 

Unter den Bedingungen der Bestimmung ergibt sich, wie 
aus den Tabb. 1 und 2 hervorgeht, ein monomolekularer Ver- 
lauf der Peptidhydrolyse; die berechneten Reaktionskonstanten 
stimmen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Weiterhin findet 
man, wie die Versuche der Tab. 2 belegen, Proportionalitit 
zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit, und zwar 
innerhalb des untersuchten Bereichs der Enzymmengen wie 1: 4. 


Tabelle 1. 


Reaktionsverlauf fiir Leucylglycin. 
(1,00 cem Glycerinauszug aus roher Pankreasdriise.) 

















Dauer Acidititszunahme k 
Min. ecm 0,2 n-KOH ber. 
15 0,18 0,00093 
30 0,37 0,00097 
60 0,72 0,00097 
120 1,28 0,00092 
180 a 0,00095 
240 ) 2,29 0,00098 
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Tabelle 2. 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit. 
(Glycerinauszug aus roher Pankreasdriise.) 














zymmenge Dauer Acidititszunahme k 
ecm Min. ecm 0,2 n-KOH ber. 
1,00 30 0,30 0,00078 

: 60 0,59 0,00079 
3 120 1,10 0,00078 
- 180 1,48 ° 0,00078 
0,25 135 0,82 0,00019 
fe 300 0,68 0,00019 
: 420 0,94 0,00019 











Auf den beobachteten Beziehungen zwischen Enzymmenge 
und Umsatz beruhen die gewihlten Ma8e fiir Menge und Kon- 
zentration des pankreatischen Erepsins. Als ,,Pankreas- 
erepsin-Hinheit (P. Er.-E.) bezeichnen wir das tausendfache 
derjenigen Enzymmenge, fiir welche sich unter den Bedingungen 
unserer Bestimmung die Konstante der monomolekularen Re- 
aktion gleich 0,001 ergibt; die berechnete Reaktionskonstante 
einer Bestimmung bezeichnet daher zugleich den Gehalt der 
Analysenprobe an Pankreaserepsineinheiten. 

Als MaB der enzymatischen Konzentration, fir die die 
vorliegende Abhandlung noch kein Beispiel gibt, schlagen wir 
den ,Pankreaserepsin-Wert (P. Er.-W.)* vor, namlich die 
Anzahl der Pankreaserepsineinheiten in 1 cg der Priparate. 


2. Zur tryptischen und ereptischen Wirkung 
der Pankreasextrakte. 


a) Gewinnung der Enzymlésungen. 

Die Untersuchungen der Literatur, die von tryptischer 
und ereptischer Wirkung in Pankreasausziigen berichten, ent- 
halten keine genauen Angaben iiber die enzymatische Ausbeute 
der Lisungen; es war daher zu priifen, in welchem AusmaBe 
sich die beiden Proteasen der rohen wie der getrockneten 
Driise entziehen lassen. Es hat sich gezeigt, dah die Lésung 
der beiden Enzyme, beispielsweise in wasserhaltigem Glycerin, 
verhaltnismiBig rasch und gleichmaBig erfolgt, sei es bei Ver- 





296 Ernst Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck, 


wendung der frischen, rohen, sei es bei der Behandlung der 
zuvor getrockneten Driisensubstanz. Man findet den Erepsin- 
gehalt der rohen Driisenausziige gewéhnlich etwas hdher als 
in den Lésungen aus getrocknetem Material, wihrend sich die 
Ausbeute an tryptischem Enzym in engen Grenzen bewegt: 
dagegen ist die enzymatische Konzentration in den nach der 
Trocknung gewonnenen Extrakten betrachtlich erhéht, wie sich 
beispielsweise an der Menge des auf Alkoholzusatz entstehen- 
den Niederschlags unschwer erkennen 1aBt. 

Zur Darstellung der Enzymlésungen ziehen wir die An- 
wendung des Glycerins der Extraktion mit Wasser vor; dic 
aus frischem oder frisch getrocknetem Driisenmaterial erhaltenen 
Glycerinausziige sind in der Regel vollkommen inaktiv, z. B. 
gegeniiber Gelatine, enthalten also noch keine Katerokinase, 
auch tritt, wie aus Versuch 1 hervorgeht, selbst bei monate- 
langer Aufbewahrung keine erhebliche Aktivierung des tryp- 
tischen Enzyms ein; dagegen beginnt diese, wie in der 5. Ab- 
handlung iiber Pankreasenzyme belegt wurde’), in wiaBriger 
Lésung schon nach wenigen Stunden. Weiterhin findet man 
die Bestaindigkeit der Proteasen in glycerinhaltiger Lésung 
bedeutend erhéht, wihrend sie in waBrigem Medium rascher 


Zerstérung unterliegen. 

Versuch 1. 150 g frisch vom Schlachthof bezogene Pankreasdriisen 
von Schweinen wurden in der Fleischmaschine zerkleinert und mit 
480 ccm 87 °/,igem Glycerin 4'/, Stunden bei 30° extrahiert. Von dem 
zentrifugierten, darauf filtrierten, noch triiben Extrakt bewirkte 1,00 cem, 
a) sofort, b) nach 8 Monaten bestimmt, bei pq = 8,7 und 30° in 1 Stunde 
Hydrolyse von 0,150 g Gelatine entsprechend einer Acidititszunahme 
von a) 0,00, b) 0,28 cem 0,2 n-KOH ohne Kinasezusatz und von a) 0,84, 
b) 0,88 cem der Lauge nach */, stiindiger Einwirkung von 0,20 ccm 
Enterokinaseldésung, 


Die enzymatische Ausbeute in den Glycerinausziigen be- 
legen wir nachstehend durch ein tabellarisch verzeichnetes 
Beispiel, das die Wirkung aliquoter Teile vom Auszug der 
rohen wie der getrockneten Driise sowie von dieser selbst, aus 
dem nimlichen Ausgangsmaterial bereitet, vergleicht. Man 





1) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8.181 und zwar 
S. 218 (1928/24). | 
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gewann die Extrakte durch Behandlung von 5 Teilen roher, 
baw. 1 Teil getrockneter Driise mit 10 Vol. 87 °/,igem Glycerin; 
die Trocknung der Driise bewirkte man nach dem von R. Will- 
statter und E. Waldschmidt-Leitz+) beschriebenen Ver- 
fahren mittels Aceton und Ather. Der Auszug des rohen 
Driisenmaterials wurde durch Abschleudern in der Zentrifuge 
und Filtration teils mittels Faltenfilters, teils durch Talcum, 
derjenige der getrockneten Driise durch Filtration allein ge- 
klart; die Messung der enzymatischen Wirkungen folgte der 
in Abschnitt 1 angegebenen Bestimmungsweise, die Aciditats- 


| zunahme ist in Kubikzentimetern 0,2 n-Lauge ausgedriickt. 


Tabelle 3. 


Enzymausbeute bei Trocknung und Glycerinextraktion. 


(Angew. 10 bzw. 150 mg Driise, 0,10 bzw. 1,50 cem Extrakt fiir 
tryptische bzw. ereptische Wirkung.) 


























tische Ereptisch 
Extrakt.- Wakusg Wrkong 
Angew. Priparat Dauer pane a 
Stdn. dee T.-(e.) pie P. Er.-E. 
Auszug aus roh. Driise 
a) d. Filter filtriert . 4 0,84 1,5 }| 2,06 | 0,0016 
b) d. Taleum filtriert 4 0,74 | 1,0 | 1,65 | 0,0012 
Driise, getrocknet. . — 1,00 | ca. 2 2,25 0,0018 
Auszug aus getrockn. 
Driise . ieee 2 0,88 1,7 | 1,73 | 0,0018 
dgl. 15 0,84 1,5 1,75 0,0013 








b) Anderungen im Wirkungsverhiiltnis. 
Beobachtungen iiber Verschiebungen der einzelnen pro- 
teolytischen Wirkungen des Pankreas bei der Aufbewahrung 
oder nach Zusitzen sind hiaufig zur Unterscheidung mehrerer 
enzymatischer Individuen herangezogen worden. Die ersten 
Angaben finden sich bei H. M. Vernon?) und bei K. Mays %), 
die tiber verschiedene Bestindigkeit von peptolytischer und 





1) Diese Zs. Bd. 125, S. 182 und zwar S. 150 (1922/28). 
2) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 380 (1908). 
*) Diese Zs. Bd. 49, 8. 124 (1906). 
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von fibrinlésender Wirkung berichten; allein eine gréBere An- 
zahl widersprechender Erfahrungen haben Mays in der Auf- 
fassung bestirkt, daB ,die Frage, ob fiir die ... ereptische 
Wirkung der Pankreasextrakte ein Erepsin gefordert; werden 
miBte, ... nur dann einer definitiven Entscheidung zuginglich 
sei, wenn die Wirkung der zwei Enzyme ... getrennt demon- 
striert werden kénne“.') Auch war es nie gelungen, die eine 
der Wirkungen ganz zu unterdriicken. 

Es hat sich in unseren Versuchen bestitigt, daB die Be- 
stindigkeit des pankreatischen Erepsins von der des tryptischen 
Enzyms z. B. in den rohen Praparaten sich unterscheiden labt; 
sie ist weniger ausgeprigt. Dies ergibt beispielsweise der Ver- 
gleich von frisch getrocknetem Driisenmaterial mit gealterter 
Trockensubstanz oder auch die Verfolgung der spezifischen 
Wirkungen bei der Aufbewahrung von Glycerinausziigen der 
Driise; zuweilen bleibt die Wirkung solcher Enzymlésungen 


wochenlang unverandert, sei es gegeniiber Gelatine, sei es | 


gegeniiber Peptiden, in anderen Fallen findet man schon nach 
einigen Tagen gar kein Erepsin mehr, wahrend die tryptische 


Tabelle 4. 


Enzymatische Wirkung und Alter der Driise. 
(Bestimmungsansatz: a) Trypsin: 62 mg Driise, 5,0 cem 8 °/,ige Gelatine, 
Py = 8,7, 1 Std., 30°; b) Erepsin: 20mg Driise, 15,0 cem */,, mol. Peptid, 

Pu = 7,8, 2 Std. 30°; Angaben in cem 0,2 n-KOH.) 



































Pankreasprobe 
Angew. Substrat 1X 2) XXIII XXIV 
2'/, Jahre alt| frisch best. frisch n. 1 Mon. best. 
Gelatine . . . 1,28 1,33 1,40 1,29 
Leucylglycin . 0,39. 1,17 1,06 0,70 
Alanylglycin . 0,27 0,80 0,77 _ 
Glycylglycin . 0,05 0,30 0,24 0,14 
Leucylalanin . 0,09 0,21 0,08 — 
1) A.a. O. S. 181. 


*) Aus der 5. Abh. tiber Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 182, S. 181 
(1923/24). 
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Wirkung noch keine Abnahme erkennen lift. Wir belegen 
diese Erscheinungen nachstehend durch einige Beispiele; Tab. 4 
vergleicht die Wirkungen verschiedener Driisenpraiparate auf 
Gelatine bzw. eine Anzahl von Peptiden, wahrend die Ver- 
suche 2 und 8 die Anderung der Wirksamkeit bei der Auf- 
bewahrung von Glycerinextrakten veranschaulichen. 


Versuch 2. 1,00 ccm frisch bereiteter Glycerinauszug der rohen 
Driise bewirkte, a) sofort nach der Darstellung, b) nach 1 Monat, ¢c) nach 
3 Monaten bestimmt, nach der Aktivierung mit Kinase einen Aciditits- 
zuwachs gegeniiber Gelatine entspr. a) 0,84 und c) 0,88 cem 0,2 n-KOH 
und gegeniiber Leucylglycin entspr. a) 1,20, b) 1,23 und ¢) 0,74 cem der 
Lauge, seine ereptische Wirkung hatte also stark abgenommen. 

Versuch 8. Man maB die Wirkung eines frisch bereiteten Glycerin- 
auszuges aus roher Pankreasdriise nach der im Abschnitt 1 angegebenen 
Bestimmungsweise a) sogleich, b) nach 9 Tagen; 1,00 cem vom Auszug 
bewirkte in 2 Stunden mit Leucylglycin Aciditatszunahme entspr. a) 0,73, 
b) 0,05 cem 0,2n-KOH, der Gehalt der Analysenprobe betrug also 
a) 0,00050 und b) noch 0,00003 P. Er.-E.; 0,830 cem des Auszuges be- 
wirkten, mit Gelatine gemessen, Aciditiitszuwachs entspr. a) 0,74, 
b) 0,72 com 0,2n-KOH, woraus sich ein Gehalt der Analysenprobe von 
a) 1,1, b) 1,02 T.-(e.) ergibt. 

Verschiebungen in der Wirkung auf mehrere Substrate 
sind auch von K.Glaessner und A. Stauber’), sowie von 
J.Wohlgemuth?) unter dem EKinfluB gewisser hochmolekularer 
Proteine beobachtet worden. So fanden Glaessner und 
Stauber eine starke Hemmung der Hydrolyse des Kier- 
albumins wie des Fibrins nach dem Zusatz von Serum, wahrend 
die Wirkung auf Pepton hierbei unbeeinfluBt blieb; und nach 
den Angaben von Wohlgemuth soll die Spaltung sowohl des 
KiereiweiBes wie auch die eines Dipeptids, des Glycyltyrosins, 
durch Serum gehemmt, die Hydrolyse von Pepton dagegen ge- 
fordert werden. Die erwahnten Befunde sind seitens Glaessner 
und Stauber mit der Annahme von zwei, seitens Wohl- 
gemuth sogar mit der Existenz dreier verschiedener Pro- 
teasen gedeutet worden. 

Eine ungleich hemmende Wirkung von Zusatzstoffen ge- 


stattet indessen nicht, die Verschiedenheit enzymatischer Indi- 





1) Biochem. Zs. Bd. 25, 8. 204 (1910). 
2) Biochem. Zs. Bd. 39, 8. 302 (1912). 
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viduen zu erkennen; so haben die Erfahrungen von R. Will- § ge 
stitter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen!) an § tid 
tierischer Lipase erwiesen, daB dieselben Stoffe je nach der & in 
Reaktion der Lésung aktivierend oder hemmend die Wirkung 
des nimlichen Enzyms zu beeinfluBen vermégen. Auch werden 
Sinn und GréBe des sich geltend machenden Hinflusses davon 
abhingen, ob und in welchem Mae in dem gegebenen Falle 


die Affinitét des Enzyms zu dem zugesetzten Stoff die zu es 
seinem Substrat iibertrifft. So hat sich beispielsweise ergeben, ‘ ‘ 
daB man entgegen den Angaben von Glaessner und Stauber Es 


wie von Wohlgemuth nach Zusatz von Blutserum eine ziem- Pe 
lich gleichm&éBige Hemmung sowohl der tryptischen wie der | 
ereptischen Enzymwirkung bemerkt. In anderem Sinne auBert | 
sich die Wirkung von Eieralbumin, dessen Gegenwart die Wirk- 
samkeit des Trypsins z. B. gegentiber Gelatine, wie es ja be- 
kannt ist, stark herabsetzt, wihrend sie die Hydrolyse ein- 
facher Peptide durch das ereptische Enzym unbeeinfluBt lat. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tab. 5 zusammen- 
gestellt; man verglich den EinfluB der Zusitze auf die Wirkung 
der namlichen Menge eines Glycerinauszuges aus roher Driise 


Tabelle 5. B ge 


Hemmung durch Serum und Albumin. Ke 
(1,00 eem Auszug, 5,0 cem 3°/,ige Gelatine bzw. Casein bzw. Pepton FF da 
[ex album., Merck] bzw. 15,0 ccm */,,mol. Peptid; 80°; */, stiindige & q, 




















Aktiv. d. 0,10 cem Kinaselésung). hi 
Mit 10mg | Mit 10 ccm § da 
Ohne Zusatz : ’ 
Angew. meee Albumin Serum gr 
Pu 

Substrat nicht} ,,. | nicht] ,.. | nicht| ,.. W 
| Min. | aktiv. aktiv. weiihe aktiv. okie. aktiv. sie 
Gelatine... | 8,7] 60 | 0,00] 0,84 | — |025 | — |os7 #4 
Casein.... | 8,7] 60 | 0,59} 1,50 | 0,40 | 1,82 | 0,15 | 1,03 fp di 
Pepton ... |ca.6 60 | 0,28) — — | — 0,10 |.— we 
yeh O81. O10) oe 2 ee |e 1 6a8 db be 
Leueylglyein 791190 1-128] — 14a). 1 015 | ~ o 

Glycylglycin 7,8 | 120 | 0,59 | — 0,56 | — — |— 





























1) Diese Zs. Bd. 125, S. 98 (1922/28). 
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gegentiber Gelatine wie gegeniiber Pepton und einfachen Pep- 


| tiden; die Angaben der Tabelle bedeuten den Aciditatszuwachs 
'in Kubikzentimetern 0,2 n-KOH. 


3. Trennung von Trypsin und Erepsin. 


G. Schaeffer und E. Terroine?) geben an, durch Dialyse 
pankreatischen Sekrets gegen destilliertes Wasser eine Trennung 
der beiden Proteasen erzielt zu haben; die referierende Lite- 
ratur hat ihren Beobachtungen, die von E. Zunz?) bestatigt 
worden sind, entscheidende Bedeutung beigemessen ), es schien 
daher geboten, ihre Belege einer niheren Betrachtung zu unter- 
ziehen. 

Die Untersuchungen von Schaeffer und Terroine fihren 
zu der Heststellung, dab nach 3 tagiger Dialyse frischen Pankreas- 
saftes gegen destilliertes Wasser keine Wirkung des Sekretes 
gegentiber Kieralbumin mehr wahrnehmbar ist und da die 
schon im nicht aktivierten Safte meBbaren Wirkungen auf 
gewisse andere Substrate wie Casein, Histon oder Pepton- 
lésung, die dem ereptischen Enzym zugeschrieben werden, 
durch Enterokinase nun keine Steigerung mehr erfahren; da- 
gegen bleibt bei einer gleichlaufenden Dialyse gegen verdiinnte 
Kochsalzlésung die tryptische Wirkung, gemessen an der Ver- 
dauung von HiereiweiB, erhalten und man beobachtet auch bei 
der Hydrolyse der schon vom Erepsin angreifbaren Substrate 
hier eine deutliche Steigerung durch Kinase. Es nimmt wunder, 
da8 die Autoren, deren Untersuchungen sich im tibrigen durch 
gréBere methodische Exaktheit auszeichnen, die spezifische 
Wirkung des tryptischen Enzyms an einem schwer hydroly- 
sierbaren, ungeeigneten Substrate, dem Kieralbumin, bestimmen, 
dazu mittels eines unsicheren und veralteten Verfahrens, wahrend 
die Kennzeichnung der ereptischen Wirksamkeit auf der An- 
wendung einiger fiir dieses Enzym nicht spezifischer Substrate 
beruht, deren Hydrolyse auch durch die tryptische Komponente 


‘Caenieneenies 





1) Jl. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, S. 905 (1910). 
*) Arch. internat. Phys. Bd. 11, S. 191 (1912). 
*) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente, 5, Aufl. 1925, S. 875. 
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erfolgt; richtiger wire es gewesen, der Messung des Erepsins 
die Spaltung eines Dipeptids zugrunde zu legen. 

Die Erscheinungen, die Schaeffer und Terroine be- 
schreiben, lassen sich auf andere Ursachen zuriickfiihren, als 
sie von diesen Forschern angenommen wurden. Die Priifung 
der beiden Enzyme mittels spezifischer Wirkungen ergibt, daf 
bei der Dialyse keine Trennung der enzymatischen Kompo- 
nenten eintritt, man beobachtet vielmehr eine allmahliche und 
gleichmaBige Zerstérung beider Enzyme. Sodann zeigt es sich, 
da8 im Verlaufe der Dialyse, wie zu erwarten war, die Selbst- 
aktivierung des Trypsins durch die aus der Driisensubstanz 
gebildete Enterokinase einsetzt und dazu fihrt, da8 sich nach 
einiger Zeit fiir zugesetzten Aktivator keine Wirkung mehr 
wahrnehmen li8t. Bei Gegenwart von NaCl dagegen findet 
man den Vorgang der Selbstaktivierung gestért, er verliutft 
viel langsamer; so ist es zu erkléren, daB Schaeffer und 
Terroine ein unterschiedliches Verhalten ihrer Sekrete gegen- 
iiber dem Einflu8 der Kinase beobachtet haben nach einer 
Dialyse einmal gegen Wasser, ein andermal gegen verdiinnte 
Salzlésung. Die SchluBfolgerungen, die die Forscher mit diesen 
Erscheinungen verbunden haben und die die referierende 
Literatur tibernommen hat, sind zu verwerfen; eine Trennung 
der pankreatischen Proteasen oder auch nur die Zerstérung 
einer einzelnen enzymatischen Komponente 1a8t sich durch 
Dialyse nicht erreichen. 

Wir beschreiben nachstehend die unseren Betrachtungen 
zugrunde liegenden Ergebnisse. Versuch 1 veranschaulicht 
die Selbstaktivierung pankreatischen Auszugs bei der Dialyse 
gegen Wasser; man priifte die Wirkung des Dialysates nach 
dem Vorbilde von Schaeffer und Terroine gegeniiber Casein, 
und zwar mit und ohne Zusatz von Aktivator. Versuch 2 be- 
legt den Einflu8 von Natriumchlorid in der von Schaeffer 
und Terroine angewandten Konzentration auf den Akti- 
vierungsgrad getrockneter Pankreasdriise. Tab. 6 endlich be- 
schreibt die Veranderung der enzymatischen Wirkung auf 
Gelatine bzw. Leucylglycin unter dem Einflu8 der Dialyse. 


Versuch 1. 1,00 cem eines Glycerinauszuges aus getrockneter 
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Pankreasdriise bewirkte, a) mit 1,50 cem H,O, b) mit 0,20 cem Entero- 
kinaselésung + 1,30 com H,O */, Stunde bei 30° belassen und angesetzt 
mit 5,0cem 3°/,igem Casein + 1,00 ccm n-Ammoniak~Ammonchlorid- 
puffer von py = 8,7, in 1 Stunde bei 30° Acidititszunahme entspr. 
a) 0,53 und b) 1,93 cem 0,2 n-KOH. 

80 cem vom Auszug dialysierte man in einer sog. Fischblase gegen 
flieBendes destilliertes Wasser und bestimmte nach a) 17, b) 36, ¢) 81, 
d) 105 Stunden die Wirkung aliquoter Teile der Enzymlésung gegentiber 
Casein, wie oben beschrieben; sie entsprach dann einem Zuwachs an 
Aciditéit von a) 1,07, b) 1,05, ¢) 1,02, d) 0,76 cem 0,2 n-KOH ohne Zu- 
satz von Enterokinase und von a) 1,70, b) 1,50, ¢) 1,24 und d) 0,80 cem 
der Lauge nach */, stiindiger Einwirkung der Aktivatorlésung. 

Versuch 2. 10mg getrocknete Pankreasdriise der Probe XXVIII 
bestimmte man a) sofort, b) nach 8 ti&gigem Digerieren mit 5,0 cem 
Thymolwasser, ¢c) nach 3 tigiger Behandlung mit 5,0 cem 0,9 °/,igem 
NaCl (das thymolhaltig war), und zwar ohne besondere Aktivierung 
durch Enterokinase; ihre Wixkung, gemessen unter den Bedingungen 
der Trypsinbestimmung (Abschnitt 1), entsprach a) 0,00, b) 0,34, c) 0,07 eem 
0,2n-KOH, bei Gegenwart der Salzlésung war also die Aktivierung 
nur gering. 


~Tabelle 6. 
Abnahme der Enzymwirkung bei Dialyse gegen Wasser. 


| (30 cem Glycerinauszug aus roh. Driise in Fischblase gg. flieB. dest. HO; 


Best. mit 0,50 bzw. 2,00 ccm oder aliquotem Teil fir Trypsin bzw. 
Erepsin, und zwar 20 bzw. 120 Min.) 

















Dialysen- Tryptische Wirkung Ereptische Wirkung 
sensed ccm : ccm 
Stunden |oonKoH| =) |oenkon| P= 
0 0,87 ca, 1,7 2,12 0,0017 
2 0,84 1,5 2,04 0,0016 
4 0,79 1,8 1,97 0,0015 
ee ee 0,11 0,26 0,00017 
48 0,00 0 0,00 0 














Die Trennung der beiden Proteasen, wie sie im folgenden 
beschrieben wird, beruht auf ihrem verschiedenen Adsorptions- 
verhalten gegeniiber Tonerde. Fiir das Trypsin haben R. Will- 
stitter und E. Waldschmidt-Leitz') angegeben, daB es in 





1) Diese Zs. Bd. 125, 8S. 182 und zwar S. 174 (1922/23). 
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den angesauerten Ausziigen der Pankreasdriise durch Tonerde 
nur in geringem MaBe aufgenommen wird, wahrend die Ad- 
sorption bei neutraler Reaktion sich als betraichtlicher erwies. 
Das beschriebene Adsorptionsverhalten des Pankreastrypsins, 
das in unseren Versuchen bestitigt wird, gilt indessen nicht 
zugleich fiir das ereptische Enzym der Driise; vergleichende 
Versuche haben ergeben, da die Adsorption dieses Enzyms 
durch die Tonerde in saurer Lésung, beispielsweise bei p,, = 4,7, 
begiinstigt, in neutralem Medium dagegen zuriickgedringt wird. 
Diese Unterschiede in den Adsorptionsaffinititen benutzt das 
eingeschlagene Verfahren zur Isolierung der enzymatischen 


. 


Komponenten; sie bewirken, da8 nach mehrmaliger, z. B. § 


3 maliger Wiederholung der Adsorptionsvornahme die Mutter- 
lauge frei von Erepsin gefunden wird, wihrend in den Elutionen 
der Adsorbate, beispielsweise mit verdiinntem Ammoniak oder 
auch mit Alkaliphosphat, das Erepsin angereichert wird, ohne 
daB sich in ihnen tryptische Wirkung nachweisen lieBe. 
erhalt man die beiden Enzyme, wenn auch nicht in enzymatisch, 
so doch in proteolytisch einheitlicher Lésung; nach den Er- 
fahrungen, tiber die die ,,Zweite Abhandlung iiber Pankreas- 
enzyme“ ) berichtet hat, wird namlich das Trypsin in den 
Mutterlaugen der Adsorption mit der Hauptmenge der Pankreas- 
amylase, das Erepsin in den Elutionen mit dem lipatischen 
Enzym der Driise vergesellschaftet sein. 

Die nachstehende Tab. 7 beschreibt die Adsorption der 


So 


























Tabelle 7. 

Tonerdeadsorption bei wechselndem py. 
Anant Trypt. Wirkung Adsorbiert Erept. Wirkung| Adsorbiert 
com 0,2n-KOH | T.-(¢,)| 9/, | com 0,2n-KOH | p, kr.-E, | °/, 
7,0 0,41 6,29 | 52 1,16 0,00067 | 28 
5,6 0,61 0 0 0,86 0,00128 | 50 
4,7 0,59 0 0 0,76 0,00140 | 55 
8,8 0,61 0 0 0,79 0,00185 | 53 
n/100-essigs. 0,54 1,68 | 18 0,76 0,00140 | 55 

















1) Diese Zs. Bd. 125, S. 182 (1922/28). 
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beiden Enzyme durch ein Tonerdepraparat der Sorte C), und 
zwar bei wechselndem p,. Man verdiinnte zum Versuche 
3,5 com Glycerinauszug der getrockneten Driise (enth. 12,1 T.-(e.) 
und 0,00257 P. Er.-E.) mit dem gleichen Volumen Wasser und 
adsorbierte sie mittels 1,0 com Tonerdesuspension (= 10,4 mg 
Al,O,) nach Zusatz von a) 0,08 ccm n-Hssigsaure, b) 0,25 ccm 
n-Acetatpuffer von p,,=3,8 bzw. 4,7, c) 0,75 com n-Acetat- 
puffer von p,=5,6 und d) ohne Zusatz, also bei neutraler 
Reaktion; dann bestimmte man die Wirkung aliquoter Teile 
der neutralisierten Mutterlaugen nach dem Verfahren des Ab- 
schnitts 1. | 

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten ge- 
lingt, wie schon angegeben, in guter Ausbeute, sei es mit ver- 
dimntem Ammoniak, sei es mit alkalischer Phosphatlisung, 
wahrend die Anwendung neutraler Phosphatmischungen das 
Enzym nicht zu eluieren erlaubt. Tab.8 vergleicht die Wirkung 
der gepriiften Eluentien; man nahm die Adsorption vor, wie 
oben beschrieben, und zwar bei p,, = 4,7, und behandelte die 
gewonnenen Adsorbate mit je 7,0 com der Elutionsfliissigkeit, 
welche einen Gehalt von 17°/, Glycerin aufwies; von der in 
der Zentrifuge abgetrennten Elution dienten aliquote Teile zur 
Bestimmung der Enzymwirkungen; das Adsorbat enthielt zu- 
folge der Bestimmung der Adsorptionsmutterlauge 12,1 T.-(e.) 
neben 0,0014 P. Er.-E. 


Tabelle 8. 
Elution der Tonerdeadsorbate. 








Angew. |Trypt. Wirkung| Eluiert | rept. Wirkung| Eluiert 

















Eluens |ccm 0,2 n-KOH |T.-e.) /, | com 0,2 n-KOH |P. Er.-E. | °/, 
1/,mol. Phos- 
phat von py | 
~ 0,10 1,26 | 10 0,00 0 0 
| '/;mol. Phos- 
phat von py 
a 0,00 0 0 0,50 0,00076 | 55 
n/25-NH, Gis 0,00 0 0 0,54 0,00093 | 67 




















1) Vgl. R. Willstatter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S.1117(1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLVII. 20 
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Das Verfahren fir die Trennung der beiden pankreatischen 
Proteasen, das auf der mehrmaligen Vornahme der Tonerde- 
adsorption in saurer Lésung beruht, beschreiben wir nach- 
stehend an einem charakteristischen Beispiel, dessen analytische 
Belege in Tab. 9 zusammengestellt sind. 


Verfahren der Trennung von Trypsin und Erepsin. 


22,5 com Glycerinauszug aus getrockneter Pankreasdriise 
wurden nit, dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und nach 
dem Versetzen mit 1,50 ccm n-Acetatpuffer von p, = 4,7 
mittels 6,0 com Tonerdesuspension C (= 62,4 mg Al,O,) ad- 
sorbiert; das Adsorbat eluierte man mit 45 com 0,04n-NH, 
(17°/, Glycerin enth.). 

/, von der Mutterlauge der ersten . aban: namlich 
35 ccm, wurden erneut der Behandlung mit 4,0 ccm Tonerde 
(= 41,6 mg Al,O,) unterworfen und das gewonnene Adsorbat 
wiederum mit 30 ccm glycerinhaltigem 0,04n-NH, eluiert. 

Die Hialfte der Adsorptionsrestlisung von der zweiten 
Vornahme, naimlich 19 ccm, behandelte man zum dritten Male 
mit der Tonerde, diesmal mit 2,0 ccm der Aufschlammung 


Tabelle 9. 


Ausbeuten bei der Trennung von Trypsin und Erepsin. 
(Bestimmt mit aliquoten Teilen der Lésungen, Dauer der Erepsin- 
bestimmung 2 Stunden.) 


















































Enzym-_ |Trypt. Wirkung| Ausbeute | rept. Wirkung | Ausbeute 
priparat j|ccm 0,2 n-KOH [cr -e.)| °/p | com eer 1 P. Er.-E. |°/, 
1, Adsorption: 
Ausgangslsg. 0,57 14 |— 1,28 0,0104 |— 
Mutterlauge . 0,48 54 | 74 0,86 0,00665 | 64 
Elution 0,00 0 | 0 0,47 0,00348 | 34 
2. Adsorption: 
Ausgangslsg. 0,48 36 | — 0,86 0,00442 | — 
Mutterlauge . 0,46 32 | 89 0,48 0,00240 | 54 
Elution 0,08 5 | 18 0,42 0,00208 | 47 
8. Adsorption: 
Ausgangsleg. 0,46 16 | — 0,48 | 0,00120 | — 
Mutterlauge . 0,43 15 | 94 0,00 | 0 0 
Elution .. 0,00 0] 0 0,29 0,00071 | 60 
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(= 20,8 mg Al,O,) und nahm so den Rest des Erepsins auf; 
es hinterblieben nach dem Neutralisieren 24 ccm trypsinhaltige 
Mutterlauge. Das Adsorbat wurde, wie oben beschrieben, eluiert, 
und zwar nunmehr mit 15 ccm der Elutionsflissigkeit. 


4, Zum Vergleich von Pankreas- und Darmerepsin. 
Es wird fiir die Erkenntnis von der physiologischen Funktion 


| des pankreatischen Erepsins von wesentlicher Bedeutung sein, 


seine Beziehungen zu dem wichtigen, von O. Cohnheim?) auf- 
gefundenen Erepsin der Darmschleimhaut zu untersuchen und 
die spezifischen Wirkungen der beiden Enzyme abzugrenzen. 
Diese Aufgabe soll die vorliegende Untersuchung vorbereiten, 
fir den Vergleich des pankreatischen und des intestinalen 
Erepsins gibt sie nur einige Umrisse, 

So ist die Abhangigkeit der enzymatischen Wirkung von 
der Wasserstoffionenkonzentration verglichen worden. Es hat 
sich gezeigt, da8 zwar der Verlauf der Aktivitats-p,-Kurve bei 
den beiden Enzymen, gemessen in ihren rohen, stark ver- 
unreinigten Lésungen, einige Abweichungen aufweist, daB sie 


| dagegen in bezug auf die Lage des Reaktionsoptimums iiberein- 


stimmen; auch das pankreatische Enzym wirkt, wie es fir 
Darmerepsin von K. G. Dernby?*) belegt wurde und wie sich 
in Versuchen des einen von uns mit A. Schaffner’) bestatigt 
hat, bei einem p,, von 7,8 am giinstigsten. 

Die Abhingigkeit der Wirkung vom p,, ist in Fig. 2 ver- 
gleichsweise wiedergegeben. Man stellte in den Versuchen das 
gewtinschte p,, mittels 1/, mol. Phosphatlésung ein und kon- 
trollierte es nach der Indicatorenmethode; angewandt wurde 
1,00 com Glycerinauszug aus roher Pankreasdriise, bzw. aus 


' der Darmschleimhaut von Schweinen wihrend 2 bzw. 1 Stunde 


bei 80°, als Substrat diente fiir jede Bestimmung '/,,.. Mol 
Leucylglycin bzw. Glycylglycin. 

Andere vorliufige Vergleiche betreffen die Affinitat der 
beiden Proteasen zu einer Reihe von Dipeptiden, sie miissen 





) Diese Zs. Bd. 88, S. 451 (1901). 
*) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1916/17). 
*) Noch unverdffentlicht. 








































308 Waldschmidt-Leitz u.Harteneck, Wirkung d. Pankreasdriise, 


indessen hier mit allem Vorbehalt gegeben werden; fiir dic 
Priifung des Pankreaserepsins ist noch nicht die proteolytisch 
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Fig. 2. P,,-Abhangigkeit von Pankreas- und Darmerepsin. 


einheitliche Enzymlésung angewandt worden. Es ist daher die 
Bedeutung der Beobachtung noch nicht sicher zu beurteilen, 
daB, wie durch nachstehende Tab. 10 belegt wird, sich gewisse 
Unterschiede in der Reihenfolge der Spaltbarkeit geltend 
machen; dies gilt beispielsweise fiir den Vergleich der Hydrolyse 
von Leucylglycin und Alanylglycin. Die Fortsetzung dieser 
Untersuchung soll dazu beitragen, den Vergleich der einzelnen 
enzymatischen Wirkungen weiter zu fihren. 


Tabelle 10. 
Peptidhydrolyse durch Pankreas- und Darmerepsin. 
(15 ccm '/,, mol. Peptid, 30°, 1,0 ccm Glyc.-extr. aus Rohpankreas, 2 Stunden, 
Pu = 17,8; */1990 Mol Peptid, 30°, 1,0 ecm Glyc.-extr. aus Darmschleim- 
haut, 1 Stunde, py = 7,8; Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 














Angew. Substrat | Pankreaserepsin Darmerepsin 
Leucylglycin . . 1,37 1,05 
Alanylglycin . . 1,31 2,40 
Glycylglycin . . 0,66 0,75 
Leucylalanin . . 0,82 0,05 








Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danken wir auch an dieser Stelle fiir die zur 
Verfiigung gestellten Mittel. 
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